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RESUMO 
 
A parede celular desempenha uma função essencial na manutenção da sobrevivência 
bacteriana, prevenindo a lise osmótica e conferindo rigidez e formato à célula. As enzimas 
envolvidas na biossíntese de seu componente central, o peptideoglicano, são potenciais alvos 
para novos fármacos. Além disto, a maior parte desta via metabólica é bem caracterizada 
estrutural e funcionalmente. Uma das exceções consiste na etapa de translocação do substrato 
precursor lipídeo II. As proteínas que medeiam essa atividade celular são chamadas, 
genericamente, de flippases. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi a caracterização 
estrutural e funcional da proteína RodA, uma proteína de membrana, com papel de flippase, e 
que participa dos processos de translocação do lipídeo II no alongamento celular, sendo parte 
do complexo multiproteico denominado de elongasome. Adicionalmente, este estudo também 
abordou o entendimento estrutural das proteínas quiméricas (Flippase-PBPs), que contêm tanto 
a função enzimática da flippase quanto a função enzimática da Penicillin Binding Protein 
(PBP).  
 A maior parte deste trabalho de doutoramento foi realizada no Laboratório Nacional de 
Biociências (LNBio), Campinas- SP, contudo, uma parte do estudo foi realizado no Institut de 
Biologie Structurale (IBS), em Grenoble, na França. Nossa abordagem experimental consistiu 
na expressão das proteínas em sistemas de expressão bacterianos e do tipo cell-free, na 
purificação e seleção dos detergentes apropriados para a solubilização das proteínas de 
membrana, na caracterização hidrodinâmica por ultra centrifugação analítica (AUC) e 
espalhamento de luz dinâmico (DLS), na cristalização (in surfo e in cubo) e na caracterização 
da atividade enzimática da RodA em relação à atividade de flippase e de GTase. Os resultados 
obtidos mostraram a eficiência do cell-free em expressar as proteínas e, adicionalmente, 
mostraram que este tipo de sistema acarreta em protocolos de purificação mais simples quando 
comparados a protocolos desenvolvidos com base em sistemas bacterianos de expressão. A 
caracterização da Flippase-PBP complexada com detergentes mostrou que ela é monomérica e 
estimou, numericamente, seu raio hidrodinâmico e seu quociente friccional. A cristalização in 
cubo foi implementada como técnica principal de cristalização e ensaios iniciais foram 
realizados com a RodA e com a Flippase-PBP. Os resultados da caracterização funcional da 
RodA (E. coli e B. subtilis) serão publicados em breve e demonstraram a ação enzimática desta 
proteína no que tange à translocação do lipídeo II e à ação catalítica de transglicosilação.  
 
 
ABSTRACT 
 
The cell wall plays an essential role in the maintenance of bacterial survival, preventing 
osmotic lysis and providing rigidity and shape to the cell. The enzymes involved in the 
biosynthesis of its central component, the peptidoglycan, are potential targets for novel 
pharmaceuticals. In addition, most of this metabolic pathway is well-characterized structurally 
and functionally. One of the exceptions consists of the translocation step of the precursor 
substrate named lipid II. The proteins that mediate this cellular role are designated, generically, 
as flippases. In this sense, the objective of this work was the structural and functional 
characterization of the RodA protein, a membrane protein that participates in the process of 
lipid II translocation during the cell elongation, being part of the multi-protein complex called 
the elongasome. Additionally, this study also addressed the structural understanding of the 
chimeric proteins (Flippase-PBPs), which contain the enzymatic functions of both flippase and 
Penicillin Binding Protein (PBP). 
Most of the doctoral work described here was performed at the Brazilian Biosciences 
National Laboratory (LNBio), Campinas, Brazil; nevertheless, one part of the study was carried 
out at the Institut de Biologie Structurale (IBS), Grenoble, France. In terms of the 
methodologies, our approach consisted in protein expression using bacterial- and cell-free-
based systems, purification and selection of detergents suitable for the solubilization of the 
membrane proteins, hydrodynamic characterization through analytical ultracentrifugation and 
dynamic light scattering, crystallization (in surfo and in cubo), and characterization of the 
enzymatic activity concerning the flippase and GTase activities of RodA. The results thus 
obtained showed the efficiency of the cell-free system in expressing the proteins and, 
additionally, showed that this type of system leads to simpler purification protocols when 
compared to protocols developed with bacterial expression systems. The characterization of the 
Flippase-PBP-detergent complex demonstrated that it is monomeric and numerically estimated 
the values for its hydrodynamic radius and its frictional quotient.  The crystallization in cubo 
was implemented as the main crystallization technique and initial trials were performed with 
RodA and Flippase-PBP. The results of the functional characterization of RodA (E. coli and B. 
subtilis) will be published shortly and demonstrate the enzymatic action of this protein with 
regard to the translocation of lipid II and the catalytic action of transglycosylation. 
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1- INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 
A parede celular desempenha uma função essencial na manutenção da sobrevivência 
bacteriana, prevenindo a lise osmótica e conferindo rigidez e formato à célula. As enzimas 
envolvidas na biossíntese de seu componente central, o peptideoglicano (SCHEFFERS et al., 
2005; VOLLMER; et al., 2008; SILHAVY et al., 2010), há muitos anos são utilizadas como 
alvos de antibióticos, nomeadamente os antibióticos pertencentes à classe dos β-lactâmicos, os 
quais atuam nas Penicillin Binding Proteins (PBPs) que são proteínas participantes dessa via 
metabólica (MACHEBOEUF et al., 2006). Sob um ponto de vista estritamente biológico, 
grande parte das etapas necessárias para a síntese do peptideoglicano são bioquimicamente 
descritas. Entretanto, um de seus passos metabólicos permanece relativamente obscuro, no que 
diz respeito aos tipos de proteínas participantes e no que diz respeito ao seu mecanismo de 
ocorrência. Esta etapa é a de translocação do substrato precursor do peptideoglicano, chamado 
de lipídeo II, do meio intracelular para o meio extracelular, onde, posteriormente, ele é 
adicionado à camada de peptideoglicano pré-existente (LOVERING et al., 2012). De acordo 
com a literatura corrente, algumas proteínas candidatas são propostas como catalisadoras deste 
processo de translocação, entre elas as proteínas de membrana RodA e FtsW (chamadas 
genericamente de flippases) que são homólogas e pertencem à família das SEDS proteins 
(shape, elongation, division, and sporulation). Estas proteínas se encontram presentes em todas 
as bactérias que possuem peptideoglicano e suas deleções acarretam em perda de morfologia e 
em incapacidade de divisão celular (MOHAMMADI et al., 2011). É importante ressaltar que a 
síntese do peptideoglicano é intimamente correlacionada com os processos fisiológicos de 
crescimento e de divisão celular e que essa correlação se dá através da formação de complexos 
macromoleculares contendo diversas proteínas e que são chamados de divisome (para o caso da 
divisão celular) e de elongasome (para o caso do crescimento celular) (FRAIPONT et al., 2011; 
LECLERCQ et al., 2017; MERCER et al., 2002). Neste contexto, a síntese do peptideoglicano 
pode ser dividida, de acordo com sua direcionalidade, em dois tipos, os quais ocorrem em 
diferentes momentos do ciclo celular bacteriano: (1) a síntese do peptideoglicano descrita por 
coordenadas cilíndricas e (2) a síntese do peptideoglicano descrita por coordenadas esféricas 
(AYALA et al., 1994). A síntese do tipo (1) ocorre na lateral da célula, durante o crescimento 
celular, e é promovida pelo complexo elongasome e a síntese do tipo (2) ocorre no septo da 
divisão celular e é promovida pelo complexo divisome (FRAIPONT et al., 2011; LECLERCQ 
et al., 2017; MERCER et al., 2002). Em ambos os complexos descritos, a função enzimática 
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das PBPs requer, mandatoriamente, a presença de uma proteína pertencente à família das SEDS 
proteins. No caso (1) esta proteína é a RodA e no caso (2) esta proteína é a FtsW (LECLERCQ 
et al., 2017). Em adição, algumas bactérias, como os patógenos humanos Clostridium difficile 
e Gordonibacter pamelaeae, expressam a RodA/FtsW e a PBP como uma quimera, isto é, uma 
entidade de alta massa molecular contendo as atividades enzimáticas de ambas as proteínas 
supracitadas. Esta classe de proteínas quiméricas é denominada, neste estudo, como Flippase-
PBP. Até o presente momento, não há nenhum registro experimental, descrito na literatura, 
sobre as propriedades destas moléculas tanto na esfera biológica quanto na esfera físico-
química.  
Conforme o exposto, diversos aspectos da fisiologia e do metabolismo bacteriano 
continuam obscuros, desde que a proteína RodA, preponderante neste contexto, não possui seu 
comportamento bioquímico bem esclarescido. Desta maneira, seus modos de interação com as 
PBPs e com o substrato precursor lipídeo II são desconhecidos. Adicionalmente, a existência 
de quimeras, do tipo Flippase-PBP, levanta a questão evolutiva de qual pressão seletiva fez com 
que os genes dessas proteínas se fusionassem e de como estes fatores desencadeadores podem 
ser relacionados à função enzimática destas mesmas proteínas. Estas questões podem ser 
formuladas sob um ponto de vista metabólico, ou seja, relacionando-se com o mecanismo de 
translocação do lipídeo II através da membrana citoplasmática. Alternativamente, podem, 
também, ser formuladas sob um ponto de vista fisiológico, consistindo-se na participação destas 
proteínas na determinação da morfologia da célula bacteriana, durante o seu crescimento, e na 
organização da síntese do peptideoglicano no processo de septação, o qual culmina com a 
formação de duas células filhas com o mesmo conteúdo de parede celular. Neste sentido, o 
objetivo maior desta tese é entender o funcionamento da proteína RodA e das quimeras do tipo 
Flippase-PBP nos processos biológicos nos quais elas são fundamentais. É importante frisar 
que, de acordo com a literatura corrente, o papel da proteína FtsW pode ser inferido através de 
um entendimento da função da RodA e vice-versa. Experimentalmente, para entender o 
funcionamento biológico da RodA e da Flippase-PBP, adotamos, como abordagem chefe, o 
caminho da caracterização biofísica e estrutural como o objetivo principal. Paralelamente a esta 
abordagem com viés estrutural, em termos da proteína RodA, foi realizada, também, uma 
análise de sua atividade enzimática em colaboração com laboratórios das Universidades de 
Utrecht (Holanda), Newcastle (Reino Unido) e Liège (Belgica). Para entender a motivação 
destes testes enzimáticos, é necessário frisar que existe uma diferença no que diz respeito à 
organização dos complexos macromoleculares elongasome e divisome em bactérias Gram-
negativas e em bactérias Gram-positivas (HARRY et al., 2006). Desta maneira, escolhemos 
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trabalhar, especificamente, com os organismos modelo Escherichia coli e Bacillus subtilis, 
respectivamente. A diferença supracitada, no contexto da RodA, pode ser enfatizada no campo 
das reações de transglicosilação de unidades dissacarídicas constituintes do peptideoglicano, 
processos estes normalmente catalisados pelas PBPs. Entretanto, foi recentemente reportado, 
em (MEESKE et al., 2016), que estas reações podem ser catalisadas pela RodA na ausência das 
PBPs. Neste contexto, propusemos avaliar, de uma maneira comparativa, in vitro, as 
especuladas atividades enzimáticas da proteína RodA, a saber, a atividade de translocação do 
lipídeo II e a recém reportada atividade de transglicosilação. Além disso, estes testes foram 
conduzidos em proteínas pertencentes aos organismos E. coli e B. subtilis, sendo que esta 
estratégia de trabalho evidencia diferenças na organização bioquímica das bactérias Gram-
negativas e das bactérias Gram-positivas em um sentido teórico mais amplo. Os resultados 
destes testes somados aos estudos estruturais (alicerçados na cristalografia) constituem-se em 
um conjunto de metodologias com capacidade elucidativa frente às questões bioquímicas a 
serem esclarecidas e consistem na principal abordagem experimental deste estudo.   
De acordo com os aspectos biológicos explicitados, os propósitos desta tese objetivam 
o entendimento da síntese do peptideoglicano e da parede celular. Assim, o ganho de 
conhecimento biológico, de profunda relevância, se torna o ponto primordial deste estudo. Em 
adição, no contexto farmacológico, a resistência dos patógenos aos antibióticos, incluindo-se 
aqueles da classe dos β-lactâmicos, se encontra em franca escalada. Em termos específicos desta 
classe de fármacos, diversos mecanismos de resistência já foram verificados, como a secreção 
de β-lactamases, a presença de bombas de extrusão (efflux pumps) nas membranas, etc 
(MAYRINK ASSIS, et al., 2017). Consequentemente, a busca por novos alvos moleculares é 
de primária importância no contexto do combate à proliferação de superbactérias resistentes. 
Neste sentido, a RodA/FtsW são excelentes alvos potenciais uma vez que são proteínas 
amplamente conservadas, mesmo em bactérias taxonomicamente distantes, e essenciais à 
sobrevivência (LOVERING et al., 2012; MOHAMMADI et al., 2011). Esperamos que o 
entendimento estrutural/funcional destas proteínas possa ser um gatilho desencadeador de 
pesquisas, visando-as como potenciais alvos moleculares para antimicrobianos.  
Nas partes subsequentes dessa tese, serão abordados, primeiramente, os conteúdos 
teóricos necessários para o entendimento dos temas biológicos relevantes, a saber, aspectos 
introdutórios relacionados à parede celular bacteriana, a estrutura química do peptideoglicano, 
a via metabólica de síntese do peptideoglicano, as proteínas candidatas a desempenharem o 
papel biológico de flippases, as Penicillin Binding Proteins (PBPs) e os complexos 
macromoleculares envolvidos na síntese do peptideoglicano (divisome e elongasome). 
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Posteriormente, serão abordadas as metodologias de expressão e purificação das proteínas e, 
em sequência, a caracterização hidrodinâmica e os ensaios de cristalização. Por último, serão 
abordados os testes enzimáticos da RodA. De uma maneira conclusiva, esperamos que com 
essa divisão dos conteúdos teóricos/práticos, possamos demonstrar, concisamente, como os 
resultados experimentais foram obtidos e conduzidos de maneira a alcançar os objetivos 
propostos no sentido de elucidar o papel biológico das flippases e das Flippases-PBP.  
 
1.1-  A PAREDE CELULAR E O PEPTIDEOGLICANO 
 
A parede celular e seu principal constituinte, o peptideoglicano, são componentes 
essenciais para a sobrevivência bacteriana e estão presentes em quase todas as espécies de 
bactérias protegendo-as contra as variações químicas e físicas do ambiente, nomeadamente as 
variações de osmolaridade (SCHEFFERS et al., 2005; VOLLMER; et al., 2008; SILHAVY et 
al., 2010). A parede celular pode ser classificada de acordo com a maneira na qual reage com a 
coloração de Gram: as bactérias não reativas à coloração de Gram, Gram-negativas, possuem 
uma fina camada de peptideoglicano, a qual, por sua vez, é circundada por uma membrana 
externa (outer membrane) rica em lipolissacarídeos (LPS) e em moléculas transportadoras (por 
exemplo, porinas) (HOLTJE, 1998; NANNINGA, 1998; SILHAVY et al., 2010); bactérias que 
reagem, positivamente, com a coloração de Gram, Gram-positivas, não possuem uma 
membrana externa, porém, em compensação, possuem uma camada de peptideoglicano 
consideravelmente mais espessa do que aquela apresentada por bactérias Gram-negativas 
(NAVARRE et al.,1999; SCHEFFERS et al., 2005; VOLLMER et al., 2010). A presença de 
uma membrana externa, em bactérias Gram-negativas, faz com que um novo compartimento 
celular seja criado, o periplasma, o qual é delimitado pela membrana externa (outer membrane) 
e pela membrana citoplasmática. O espaço periplasmático contém seu conjunto particular de 
proteínas e é especialmente rico em lipoproteínas e em β-barrel proteins (VOLLMER et al., 
2008; NAVARRE et al.,1999; VOLLMER et al., 2010). Por sua vez, a espessa camada de 
peptideoglicano, nas bactérias Gram-positivas, proporciona uma proteção extra a esses 
organismos. Junto com a camada de peptideoglicano, bactérias Gram-positivas contêm, em sua 
parede celular, ácidos graxos de cadeias longas, como os ácidos teicoicos e lipoteicoicos, os 
quais possuem funções estruturais e de permeabilidade (SILHAVY et al., 2010; NAVARRE et 
al.,1999; SWOBODA et al., 2010). A figura 1 é uma ilustração comparativa das paredes 
celulares das bactérias Gram-negativas e das Gram-positivas. 
13 
 
 
 
 
 
Figura 1- Representação da parede celular de uma bactéria Gram-negativa em “a” e representação da parede 
celular de uma bactéria Gram-positiva em “b” (figura adaptada de BROWN et al., 2015). 
 
Além de funcionar como uma barreira externa protetora contra agressões ao meio 
intracelular, a parede celular é responsável pela manutenção de uma forma definida para a célula 
bacteriana e, como tal, precisa se ajustar às mudanças morfológicas necessárias ao ciclo de vida 
destes organismos, nomeadamente o crescimento/alongamento celular e a divisão celular 
(MATTEÏ et al., 2010; TYPAS et al., 2012). Assim, a camada de peptideoglicano sofre 
constantes remodelamentos, de acordo com as condições nas quais a célula se encontra, sejam 
estas condições de origem metabólica (por exemplo, temperatura ou fase de crescimento da 
cultura bacteriana) ou de origem adaptativa, como no caso do crescimento na presença de 
antibióticos (MATTEÏ et al., 2010; TYPAS et al., 2012; LADDOMADA et al., 2016). Portanto, 
a célula deve possuir uma maquinaria proteica que permita a conciliação espaço-temporal da 
síntese do peptideoglicano com outros processos vitais, como os requeridos para a divisão e 
para o crescimento celular.  
A parede celular e sua camada de peptideoglicano possuem adaptações para a 
proliferação das bactérias em seus ambientes, como características que facilitam a colonização 
no hospedeiro, a evasão do sistema imune e a resistência perante condições adversas que podem 
surgir no curso da infecção (NAVARRE et al., 1999). Neste sentido, a camada de 
peptideoglicano serve como um ancoradouro para diversos fatores de virulência, proteínas de 
adesão, assim como para sistemas de secreção (MATTEÏ et al., 2010; MAYRINK ASSIS et al., 
2017). Em adição, as proteínas que participam da via de biossíntese do peptideoglicano, de uma 
maneira enzimática direta e/ou através de mecanismos de regulação genética, são essenciais 
para a viabilidade bacteriana e se encontram presentes tanto nas bactérias Gram-positivas 
quanto nas bactérias Gram-negativas (VOLLMER et al., 2010). Desta maneira, estas proteínas 
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se tornam excelentes alvos para antibióticos de amplo espectro, como os bem-sucedidos 
antibióticos β-lactâmicos. Entretanto, o crescimento do número de cepas resistentes a pré-
estabelecidos medicamentos e a consequente necessidade de novas moléculas alvo para o 
combate à resistência bacteriana faz com que as proteínas, participantes da síntese do 
peptideoglicano, até então menos exploradas no contexto farmacológico, tenham grande 
potencial de estudo, visando o desenvolvimento futuro de novas moléculas com amplo espectro 
de atividade biológica (NIKOLAIDIS et al., 2014).  
Os objetivos do estudo desta tese são, de uma maneira geral, conectados com a via 
metabólica de síntese do peptideoglicano e em como essa síntese é coordenada com os 
processos de divisão e de alongamento celular. Dessa maneira, as próximas seções enfocarão 
como o peptideoglicano é sintetizado a partir de suas unidades básicas formadoras, como essa 
síntese é correlacionada com a fisiologia e com o metabolismo bacteriano e quais são as 
principais proteínas que tomam parte nestes processos.  
  
1.2-  A ESTRUTURA QUÍMICA DO PEPTIDEOGLICANO 
 
A estrutura química do peptideoglicano consiste em uma grande rede macromolecular 
formada de repetições de unidades dissacarídicas associadas com aminoácidos. As cadeias de 
sacarídeos adjacentes são unidas por ligações cruzadas entre os aminoácidos formando uma 
estrutura que envolve e protege toda a célula (HOLTJE, 1998; VOLLMER & BERTSCHER, 
2008). A porção glicídica é constituída pelos monossacarídeos N-acetilglicosamina (NAG) e 
ácido N-acetilmurâmico (NAM), os quais são ligados por uma ligação glicosídica do tipo β 
(14). A porção glicídica do peptideoglicano é bastante conservada entre as espécies 
bacterianas, apresentando pequenas modificações como acetilações e fosforilações 
(HEIJENOORT, 2001; VOLLMER, 2008). As cadeias de glicanos podem possuir diferentes 
tipos de terminações, contendo tanto NAG ou NAM como último resíduo, dependendo da 
espécie em questão. Entretanto, todas as bactérias Gram-negativas e algumas importantes 
bactérias Gram-positivas, por exemplo, Bacillus subtilis, possuem um resíduo de 1,6-anidro-N-
acetilmurâmico como resíduo final da cadeia de glicanos (HEIJENOORT, 2001; VOLLMER, 
2008) 
Em adição, a cadeia de glicanos é modificada na maioria dos resíduos de ácido N-
acetilmurâmico (NAM) com a adição de peptídeos à estrutura visando formar ligações cruzadas 
entre as diferentes cadeias sacarídicas (HOLTJE, 1998; BARRETEAU et al., 2008; 
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LOVERING et al., 2012). Quimicamente, um grupo D-lactoil, de alguns dos resíduos do NAM, 
é substituído por um peptídeo, cuja sequência de aminoácidos é mais comumente formada por 
uma L-alanina (L-Ala), por um D-glutamato (D-Glu), por um aminoácido não proteico 
chamado de 2,6- ácido diaminopimélico (meso-A2pm) e por duas D-alaninas (D-Ala), o que 
resulta numa sequência final do tipo: L-Ala-D-Glu-meso-A2pm-D-Ala-D-Ala (SCHEFFERS et 
al., 2005; LOVERING et al., 2012; BARRETEAU et al., 2008). As pontes peptídicas são 
formadas por meio das ligações de transpeptidação, nas quais os aminoácidos, pertencentes a 
diferentes cadeias de glicanos, são conectados entre si. Essas conexões geralmente ocorrem 
entre um grupo carboxil de uma D-alanina e um grupo amino do meso-A2pm (VOLLMER et 
al., 2008). Além disso, a ligação entre esses grupos pode ocorrer de uma maneira direta 
(envolvendo apenas os dois aminoácidos em questão) ou via uma ponte peptídica que 
intermedeia a ligação entre os grupamentos químicos (VOLLMER et al., 2008). A figura 2 
mostra a estrutura do peptideoglicano da bactéria Gram-negativa E. coli. 
 
 
Figura 2- Representação esquemática da estrutura do peptideoglicano de E. coli. A parte em amarelo representa a 
unidade monomérica do peptideoglicano (um dissacarídeo tetrapeptídico). Em vermelho, ao meio da estrutura, um 
grupo amida ilustra uma ligação cruzada entre peptídeos (figura adaptada de VOLLMER et al., 2008) 
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1.3-  A VIA METABÓLICA DE SÍNTESE DO PEPTIDEOGLICANO 
 
 A via metabólica de síntese do peptideoglicano acontece em três diferentes tipos de 
ambientes celulares: o citoplasma, a membrana citoplasmática e o espaço 
extracelular/periplasma (LOVERING et al., 2012). As etapas citoplasmáticas são catalisadas 
por enzimas denominadas de Mur’s ligases e transferases compreendendo de MurA até MurF. 
Nesta parte da via de síntese, a estrutura inicial do peptideoglicano é formada a partir de um 
precursor inicial, a UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GlcNAc) (BARRETEAU et al., 2008). As 
etapas ulteriores, na membrana celular, catalisadas pelas enzimas MraY e MurG, preparam o 
precursor inicial do peptideoglicano para ser translocado ao espaço extracelular (periplasma) 
(LIU & BREUKINK, 2016). O processo de translocação, em si, é atribuído a proteínas 
chamadas de flippases. Uma vez translocado, o substrato precursor é adicionado à camada de 
peptideoglicano existente pelas enzimas PBPs. A figura 3 é um resumo geral das reações de 
síntese do peptideoglicano, mostrando as reações citoplasmáticas, de membrana e 
periplasmáticas.  
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Figura 3- Resumo das reações de síntese do peptideoglicano. Na figura, MurA, MurB, MurC, MurD, MurE, MurF, 
MurG, MraY, flippase e PBP1b representam enzimas envolvidas na síntese do precursor do peptideoglicano. NAM 
representa o ácido N-acetilmurâmico; NAG representa a N-acetilglicosamina. Na lateral, à direita, na figura, a letra 
C indica reações que ocorrem no citoplasma, IM indicam reações que ocorrem na membrana citoplasmática, PG 
indica a camada de peptideoglicano pré-existente (figura adaptada de LADDOMADA et al., 2016). 
 
  
1.4-  FLIPPASES 
 
 Uma vez que o lipídeo II é produzido, durante a síntese do peptideoglicano, na etapa 
catalisada pela enzima MurG, ele precisa ser translocado do meio intracelular para o meio 
extracelular para, então, ser inserido à camada pré-existente de peptidoglicano. A figura 4 é 
uma ilustração deste processo.  
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Figura 4- Ilustração da reação de translocação do lipídeo II do citoplasma para o meio extracelular (cell surface). 
Essa reação é promovida por proteínas do tipo flippases (figura adaptada de HERMANN, 2008).  
 
 Como pode ser visto na figura 4, a translocação do substrato lipídeo II, para o meio 
extracelular, envolve o movimento de uma molécula lipídica através de uma membrana. Em 
um primeiro momento, várias hipóteses podem ser levantadas com relação aos possíveis 
mecanismos de transporte envolvidos nesse processo como, por exemplo, o transporte pode vir 
a ocorrer espontaneamente ou, ainda, ser dependente de uma fonte de energia específica, como 
um processo acoplado à hidrólise do ATP ou a um gradiente de prótons. Estas e outras questões 
foram abordadas em um trabalho realizado por Vincent van Dam e colaboradores (van DAM 
et al., 2007), que, como ponto principal, indicou que a translocação do lipídeo II era não 
espontânea, não dependente de nenhuma fonte de energia específica e que, portanto, com alta 
probabilidade, seria um processo mediado por alguma enzima em particular. 
 Até o presente momento, não existe unanimidade, na comunidade científica, sobre qual 
seja a proteína que, de fato, realize a função de flippase (aqui, flippases são entendidas como 
proteínas capazes de realizar a translocação do lipídeo II do meio intracelular para o meio 
extracelular). Entretanto, alguns candidatos são hipotetizados com base em evidências 
genéticas e bioquímicas e, também, com base na capacidade regulatória da atividade enzimática 
de outras proteínas envolvidas na síntese do peptideoglicano, nomeadamente das Penicillin-
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Binding-Proteins (PBPs), as quais são responsáveis pela etapa subsequente à da flippase na via 
metabólica (isto é, a adição do lipídeo II translocado à camada de peptideoglicano pré-
existente). Abordaremos, a seguir, um conjunto de evidências experimentais que levaram ao 
estabelecimento de duas proteínas como os principais candidatos a desempenharem o papel de 
flippases. Estas proteínas são a RodA (em conjunto com sua homóloga FtsW) e a MurJ.  
 Fica claro que em toda e qualquer célula a organização reacional de uma via metabólica 
será uma função da organização dos genes a ela relacionados. Em procariotos, este aspecto se 
faz presente pela presença de cluster gênicos, os quais geram RNAs policistrônicos e 
consequente cotradução dos produtos gênicos. Este processo de cotradução é a maneira pela 
qual se formam os grandes complexos proteicos, de caráter multimérico, responsáveis por 
conduzir funções vitais nas bactérias, dependentes da síntese de peptideoglicano, como o 
crescimento e a divisão celular. No que se refere à síntese do peptideoglicano, o grupo de genes, 
responsáveis pela síntese das enzimas atuantes na via, é organizado em um cluster gênico 
denominado de dcw gene cluster (Division and Cell Wall) (MINGORANCE et al., 2004). Uma 
proeminente característica do dcw gene cluster é seu alto grau de conservação entre bactérias, 
mesmo que estas sejam taxonomicamente distantes, o que permite a construção teórica de um 
suposto cluster ancestral (TAMAMES et al., 2001; MINGORANCE et al., 2004). Desta 
maneira, uma análise dos produtos proteicos provenientes dos genes com função desconhecida, 
do dcw cluster, é uma abordagem coerente para o estabelecimento de possíveis candidatos para 
o papel de flippases. 
Com base na investigação experimental do significado biológico do dcw cluster, 
verificou-se que mutações nos genes rodA, frequentemente, levavam células de Escherichia 
coli a permanecerem esféricas ao invés de adquirirem sua forma cilíndrica convencional. Em 
adição, mutantes, que adquiriam a forma esférica, demonstravam uma diminuição da 
concentração de produtos finais da síntese do peptideoglicano com simultâneo acúmulo de 
precursores iniciais, indicando que a via metabólica havia sido interrompida em alguma de suas 
etapas intermediárias (MATSUZAWA et al., 1973; STOKER et al., 1983). O produto proteico, 
proveniente do gene rodA, foi caracterizado como sendo uma proteína de membrana (STOKER 
& PRATT et al., 1983). Similarmente ao descrito acima, verificações experimentais 
determinaram que a proteína FtsW é, também, uma proteína de membrana, cujos efeitos 
deletérios se assemelham àqueles ocasionados pela depleção da RodA (IKEDA et al., 1989). 
Marcadamente, em uma comparação de caráter putativo, foi verificada homologia estrutural 
entre as proteínas RodA (MATSUZAWA et al., 1989), FtsW (IKEDA et al., 1989) e SpoVE, 
esta última sendo uma proteína oriunda da espécie bacteriana Bacillus subtilis e relacionada 
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com a síntese de peptideoglicano no processo de esporulação (BUGAICHUK et al., 1986). Esta 
homologia estrutural é ilustrada na figura 5, onde o quociente hidrofilia/hidrofobicidade é 
analisado para essas três proteínas como uma função da sequência de aminoácidos.  
 
Figura 5- No eixo y, está ilustrado o quociente hydrophilicity/hydrophobicity, que representa o quociente 
hidrofilia/hidrofobicidade; no eixo x, está ilustrado a sequência de aminoácidos de cada uma das respectivas 
proteínas, de modo que o quociente, representado no eixo y, é analisado à medida que a sequência de aminoácidos 
é lida da porção N-terminal para a porção C-terminal (figura retirada de IKEDA et al., 1989). 
 
Proteínas que exibem padrões estruturais similares aos descritos na figura 5 e, de um 
modo geral, similares àqueles demonstrados pelas proteínas RodA, FtsW e SpoVE são 
classificadas como pertencendo à família das SEDS proteins (shape, elongation, division, and 
sporulation) (HENRIQUES et al., 1998; LECLERCQ et al., 2017; MEESKE et al., 2016). Estas 
macromoléculas, de alguma maneira específica, possuem atividade enzimática correlacionada 
com a síntese do peptideoglicano e com a manutenção da parede celular durante diferentes 
etapas do ciclo de vida bacteriano, a saber, durante o crescimento, a divisão celular e a 
esporulação.  
Em resumo, até este momento, foi mostrado um conjunto de evidências, as quais levam 
à hipótese de que as SEDS proteins atuam na síntese do peptideoglicano, em alguma de suas 
etapas intermediárias, uma vez que mutações em seus respectivos genes fazem com que essa 
síntese seja descontinuada e com que produtos intermediários da via metabólica se acumulem. 
Em adição, estas mutações culminam com bactérias, de formato originalmente cilíndrico, 
adquirindo uma forma final esférica. Entretanto, nenhuma dessas evidências supracitadas 
correlaciona, de uma maneira direta, as proteínas SEDS com a função de flippase, isto é, a 
função de translocação do lipídeo II do meio intracelular para o meio extracelular, como mostra 
a figura 4. Contudo, algumas inferências teóricas podem ser realizadas com base nas ideias 
expostas. Primeiramente, o modo operacional de via metabólicas, pressupõe um nível de 
21 
 
 
 
proximidade espacial e de interatividade química entre enzimas que se encontram em etapas 
adjacentes da via, de modo a permitir que o produto final de uma reação enzimática seja, 
rapidamente, transferido para a enzima seguinte e a via, desta maneira, ocorra como um todo; 
obviamente, para que isto seja possível, enzimas que atuam em etapas adjacentes de uma via 
metabólica se encontram proximamente localizadas na célula ou mesmo oligomerizam. Sendo 
assim, partiremos da assertiva positiva que a RodA é a flippase e testaremos esta hipótese dentro 
da organização genética bacteriana (dcw cluster), a qual vem sendo discutida. A coerência das 
respostas obtidas, desta maneira, é um medidor da qualidade da hipótese inicialmente 
formulada. Assim, se a RodA for a flippase segue que o produto de sua reação (o lipídeo II 
translocado) é o substrato para a enzima seguinte da via metabólica de síntese do 
peptideoglicano que é a PBP. Como será mostrado em um capítulo ulterior desta tese, 
“complexos macromoleculares de síntese do peptideoglicano”, durante a divisão e o 
crescimento celular a atividade enzimática das PBPs requer, obrigatoriamente, a presença de 
uma SEDS protein cognata. Em outras palavras, RodA ou FtsW são requeridas para que as 
PBPs possam atuar nos processos fisiológicos bacterianos. Esta é uma forte evidência que a 
RodA e a FtsW possam ser as flippases (a proteína SpoVE não será mais mencionada, por 
brevidade) e a mandatoriedade de sua presença para ação catalítica das PBPs esteja 
correlacionada com a translocação do lipídeo II. Uma outra forte evidência para que a RodA 
desempenhe o papel de flippase é a formação evolutiva do dcw cluster, por si só. Um dos quatro 
subconjuntos formadores iniciais do cluster é composto somente pelos genes da RodA e da 
PBP, aparecendo em pares (com o par sendo o subconjunto em questão), isto é, rodA – pbpA e 
ftsI – ftsW, frisando que a FtsI e a PBP3 são a mesma proteína (MINGORANCE et al., 2004). 
Sendo assim, a própria formação do dcw cluster indica que a RodA (que atua na alongamento 
celular), a FtsW (que atua na divisão celular) e as PBPs interagem de alguma maneira. Esta é 
uma fortíssima evidência indireta para a hipótese de que a RodA seja, de fato, a flippase. Em 
resumo, se partirmos da premissa inicial de que a RodA seja a flippase, encontramos respostas 
coerentes se a encaixarmos no modelo biológico proposto. 
O acúmulo de evidências experimentais, citadas no parágrafo anterior, corroboram, com 
relativo embasamento, a hipótese na qual as proteínas RodA e FtsW possam atuar como 
flippases nas bactérias. Entretanto, apesar de teoricamente alicerçadas, estas evidências 
continuam possuindo um caráter indireto, no sentido de que não há nenhuma prova 
experimental demonstrando essas proteínas mediando o processo físico de translocação do 
lipídeo II através de uma membrana. Neste contexto, van Dam e colaboradores foram pioneiros 
na reconstituição do processo de transporte do lipídeo II, em sistemas estabelecidos in vitro, 
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com análogos moleculares deste composto contendo propriedades fluorescentes e com 
vesículas de membranas de Escherichia coli (van DAM et al., 2007). Finalmente, Mohammadi 
e colaboradores estabeleceram a primeira prova experimental, bioquímica, da translocação de 
um análogo molecular do lipídeo II, mediada pela proteína FtsW, em membranas de Bacillus 
subtilis, utilizando, para isso, a técnica de FRET (MOHAMMADI et al., 2011).  
Em adição às proteínas pertencentes à família das SEDS proteins, a proteína MurJ é o 
outro forte candidato a desempenhar o papel de flippase. Analogamente ao descrito para as 
proteínas RodA/FtsW, analisaremos o conjunto de evidências experimentais que corroboram a 
hipótese da proteína MurJ ser uma flippase.  
MurJ é uma proteína integral de membrana pertencente à superfamília de proteínas 
conhecidas como MOP (Multidrug/Oligo-saccharidyl-lipid/Polysaccharide), a qual, por sua 
vez, engloba quatro famílias de proteínas: MATE (Multi-drug And Toxin Extrusion); PST (the 
Prokaryotic PolySaccharide Transporter); OLF (the eukaryotic Oligosaccharidyl-Lipid 
Flippase; MVF (the bacterial Mouse Virulence Factor) (HVORUP et al., 2003). A proteína 
MurJ é o único membro da família MVF descrito (até o presente momento). É importante 
enfatizar que a proteína MurJ foi denominada, primeiramente, como MviN, uma vez que seu 
gene foi encontrado, erroneamente, em uma região, no cromossomo de Salmonella 
typhimurium, próxima da do gene mviS (mouse virulence Salmonella), cujo produto é 
responsável pelo desencadeamento de processos de virulência em um modelo do tipo mouse 
model of typhoidlike disease (INOUE et al., 2008). Por esta mesma razão, também, foi 
estabelecida a nomenclatura da família de proteínas MVF (the bacterial Mouse Virulence 
Factor). A mudança de nomenclatura, de MviN para MurJ, foi proposta em (RUIZ, 2008), 
levando-se em consideração que não há evidências da participação de MviN (MurJ) nos 
processos de virulência em Salmonella.  
Um dos pontos de partida para a proposição que a proteína MurJ seja, de fato, a flippase 
(ou uma das várias possíveis flippases) foram os estudos, na área de bioinformática, conduzidos 
por Ruiz (RUIZ, 2008). Em sua abordagem reducionista, vários critérios, de caráter exclusivo, 
foram aplicados a um conjunto inicial de 963 proteínas integrais de membrana, em Escherichia 
coli, e foi encontrado como único possível resultado a desempenhar o papel de flippase a 
proteína MurJ. Entre os critérios utilizados, podemos citar, como os mais relevantes, a presença 
da MurJ em bactérias que contém peptideoglicano e a ausência em bactérias que não contém 
peptideoglicano, entre outros mais específicos (RUIZ, 2008). É importante notar que ao utilizar 
o critério “ausência em bactérias que não contém peptideoglicano”, o trabalho de Ruiz exclui 
as proteínas RodA e FtsW, uma vez que estas proteínas estão presentes em organismos que não 
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possuem peptideoglicano (LOVERING et al., 2012). Em adição à parcela de bioinformática, 
(RUIZ, 2008) demonstrou diversas evidências microbiológicas da relevância da proteína MurJ 
para a síntese do peptideoglicano. Primeiramente, foi determinado que MurJ é uma proteína 
essencial para a viabilidade de E. coli. Essa hipótese já havia sido firmada, previamente, em um 
estudo generalizado sobre porções essenciais do genoma de E. coli, por Baba e colaboradores 
(BABA et al., 2006), o qual identificou a região contendo o gene da MurJ como sendo 
fundamental à viabilidade celular. Em segundo lugar, (RUIZ, 2008) demonstrou que células 
depletadas, desta proteína, apresentam morfologia anormal, predisposição exarcebada à lise 
osmótica e menor incorporação do aminoácido ácido diaminopimélico na camada de 
peptideoglicano pré-existente. Em acordo com os resultados supracitados obtidos por Ruiz, 
Inoue e colaboradores (INOUE et al., 2008) demonstraram que a depleção de MurJ implica em 
acúmulo de precursores metabólicos do peptideoglicano e culmina com a lise celular. Este 
conjunto de evidências empíricas fornece sólidos indicios da essencialidade da proteína MurJ 
no processo de síntese da parede celular em E. coli.   
Apesar de consistente quando aplicada a bactérias Gram-negativas, a abordagem 
reducionista de Ruiz (RUIZ, 2008) não avaliou a recorrência da proteína MurJ entre bactérias 
Gram-positivas desconsiderando o fato que a conservação das proteínas que sintetizam o 
peptideoglicano é notável tanto em organismos Gram-negativos quanto em organismos Gram-
positivos. Como um exemplo representativo deste fato, MurJ é ausente em 21 genomas de 
importantes organismos do filo Firmicutes, incluindo Bacillus, Listeria, Staphylococcus, 
Enterococcus e Streptococcus (FAY et al., 2009; LOVERING et al., 2012). A ausência da 
proteína MurJ na bactéria B. subtilis, tem um proeminente significado teórico a ser ressaltado: 
uma vez que que ambas as espécies, isto é, B. subtilis e E. coli, utilizam, como substrato 
precursor, uma molécula de lipídeo II com um de seus aminoácidos sendo o ácido 
diaminopimélico o esperado seria que houvesse conservação estrutural e homologia entre as 
enzimas utilizadas na síntese do peptideoglicano. Esta última assertiva é fortemente 
corroborada pela sua verificação experimental, no que diz respeito às enzimas Murs (MurA até 
MurG), MraY e PBPs (FAY et al., 2009). Em outras palavras, se tomarmos como hipótese que 
a MurJ é uma flippase, tomaríamos, também, como hipótese o fato de que estas espécies 
bacterianas compartilham similaridade enzimática no que diz respeito às etapas metabólicas 
envolvidas na síntese do peptideoglicano em, praticamente, todos os passos da via, entretanto, 
somente na etapa específica de translocação do lipídeo II a proteína que desempenha a 
respectiva função está presente em um dos organismos e ausente no outro. Neste sentido, a 
busca por proteínas homologas à MurJ em B. subtilis utilizando-se análises baseadas em 
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BLASTp, identificou quatro candidatos, sendo que dois destes homólogos foram capazes de 
restituir os efeitos da deleção de MurJ, em E. coli, isto é, restauraram a normalidade morfólogica 
e de crescimento. Esses homológos são as proteínas YtgP e SpoVB (FAY et al., 2009). SpoVB 
é uma proteína essencial para formação de esporos e mutações em seu gene (ΔspoVB) resultam 
em acúmulo de precursores do peptideoglicano (POPHAM et al., 1991). Interessantemente, 
MurJ é capaz de restaurar a formação de esporos em cepas contendo uma deleção do tipo spoVB 
(FAY et al., 2009). A função da proteína YtgP não é muito bem estabelecida e existem indicios 
que ela é requerida para a divisão celular, entretanto, células contendo deleções YtgP crescem 
e dividem normalmente mostrando que esta não é uma proteína fundamental para esse processo. 
Outras evidências correlacionam YtgP com a formação e/ou germinação do esporo (FAY et al., 
2009). Em um estudo parelo, um homólogo da proteína YtgP, com função bioquímica ainda 
não determinada, na bactéria Streptococcus pyogenes, mostrou-se capaz de suprir a deficiência 
da proteína MurJ em E. coli (RUIZ, 2009). Trabalhos adicionais mostraram que a deleção de 
todas as proteínas (dez, no total), pertencentes à superfamília MOP (isto é, a família da MurJ), 
que a espécie B. subtilis expressa, não resulta em alterações no crescimento e na morfologia das 
células (MEESKE et al., 2015). Especificamente, o estudo conduzido por Meeske e 
colaboradores implica na seguinte conclusão: na espécie B. subtilis, existe uma proteína 
desconhecida, não pertencente à superfamília MOP, capaz de realizar a função de flippase.  
Estudos adicionais, conduzidos por Sham e colaboradores (SHAM et al., 2014), 
mostraram novas evidências no sentido da comprovação do papel da proteína MurJ como 
flippase, usando, para isso, uma combinação de metodologias, as quais consistem de um teste 
de atividade de translocação do lipídeo II, in vivo, combinado a uma inativação efetiva da 
atividade enzimática da MurJ, via mutações em cisteínas (BUTLER et al., 2013). No trabalho 
de Sham, a atividade de flippase é avaliada em um teste baseado na capacidade da proteína 
toxin colicin M (ColM), quando adicionada a uma cultura de E. coli, ser translocada para o 
periplasma e, neste compartimento celular, clivar a molécula de lipídeo II. Este estudo se propos 
a mostrar o primeiro indício de que a MurJ é capaz de realizar a translocação do lipídeo II. 
Finalmente, a estrutura tridimensional da MurJ (pertencente à espécie Thermosipho africanus) 
foi determinada por Kuk e colaboradores (KUK et al., 2016), entretanto, não foi possível traçar, 
com base nos dados de densidade eletrônica disponíveis, um modelo de ligação para o lipídeo 
II à MurJ, sendo esta análise realizada via docking. 
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1.5-  PENICILLIN BINDING PROTEINS (PBPs) 
 
 Uma vez que a molécula precursora, lipídeo II, é translocada através da membrana 
celular pela ação de uma proteína flippase, ela é adicionada à camada de peptideoglicano pré-
existente por meio da ação das proteínas Penicillin Binding Proteins (PBPs). A figura 6 é uma 
ilustração das reações catalisadas pelas PBPs. 
 
 
Figura 6- Ilustração das reações de transglicosilação, onde unidades de carboidratos são adicionadas formando 
uma ligação glicosídica, e de transpeptidação, onde aminoácidos são unidos promovendo as ligações cruzadas 
entre cadeias de glicanos (figura adaptada de HERMANN, 2008). 
 
 Bactérias contêm múltiplas PBPs, cada qual desempenhando funções específicas no que 
diz respeito à síntese e à manutenção da camada de peptideoglicano e que podem ser 
classificadas como HMM PBPs (high molecular mass) e LMM PBPs (low molecular mass). 
HMM PBPs são classificadas, de acordo com os tipos de reações que elas catalisam, como 
bifuncionais ou monofuncionais, sendo que PBPs bifuncionais são aptas a catalisar tanto as 
reações de transglicosilação quanto as reações de transpeptidação. Por outro lado, PBPs 
monofuncionais são aptas a catalisar apenas as reações de transpeptidação. LMM PBPs 
catalisam as reações de carboxipeptidação, as quais estão envolvidas na regulação do nível de 
ramificação da camada de peptideoglicano (GOFFIN et al., 1998; LOVERING et al.,  2012; 
MACHEBOEUF et al., 2006).  
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 As reações de transglicosilação (GT) consistem na polimerização dos substratos 
dissacarídicos na cadeia de peptideoglicano pré-existente empregando a molécula de lipídeo II 
como substrato, conforme mostra a figura 6. Em E. coli, nestas reações, a hidroxila de número 
4, pertencente ao resíduo de N-acetilglicosamina do lipídeo II, realiza um ataque nucleofílico 
na porção sacarídica da cadeia nascente de peptideoglicano com subsequente liberação de 
undecaprenil pirofosfato (GOFFIN et al., 1998; LOVERING et al., 2008; MACHEBOEUF et 
al., 2006). As reações de transpeptidação (TP), responsáveis pela formação das ligações 
cruzadas no peptideoglicano, procedem, em E. coli, através do ataque nucleofílico de um grupo 
amino pertencente à cadeia lateral do aminoácido ácido diaminopimélico e direcionado à 
ligação D-alanil-D-alanina, conforme mostra a figura 6. Neste processo, o aminoácido D-
alanina realiza o papel de grupo abandonador (GOFFIN et al., 1998; MACHEBOEUF et al., 
2006; SUNG et al.,  2009). As reações de carboxipeptidação, por sua vez, hidrolisam as ligações 
do tipo D-alanil-D-alanina de moléculas que se encontram livres em solução. Desta maneira, 
elas controlam o nível de ramificação do peptideoglicano limitando o número de unidades 
pentapeptídicas livres para a ocorrência das reações de transpeptidação (MORLOT et al., 2004). 
 As proteínas PBPs possuem uma imensa importância histórica, desde que há vários anos 
vêm sendo exploradas, com sucesso, como alvo dos antibióticos pertencentes à classe dos β-
lactâmicos (KONG et al., 2010). Estes antibióticos têm analogia estrutural (em seu anel β-
lactâmico) com a porção acil-D-alanil-D-alanina, contida na parte pentapeptídica da cadeia 
nascente de peptideoglicano, e, desta maneira, também reagem com o sítio catalítico de 
transpeptidação (TP) das PBPs. Uma vez que essa reação ocorre, um complexo covalente é 
formado entre o antibiótico e a enzima, impossibilitando-a de catalisar as reações de TP e, 
portanto, interferindo no nível de ramificação do peptideoglicano, o que ocasiona a morte 
bacteriana, em última instância (YOCUM et al., 1980).  
 As PBPs desempenham um importante papel na fisiologia bacteriana, nomeadamente 
participando dos complexos macromoleculares envolvidos no alongamento e na divisão celular. 
Nestes complexos, a atividade catalítica das PBPs requere, mandatoriamente, a presença de 
uma proteína da família das SEDS. Mais detalhes sobre a participação das PBPs nesses 
processos serão abordados a seguir.  
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1.6-  COMPLEXOS MACROMOLECULARES DE SÍNTESE DO 
PEPTIDEOGLICANO 
 
O crescimento e a divisão celular bacteriana são processos intimamente conectados e 
possuem uma regulação fina e intricada, no espaço e no tempo, realizada por diversas proteínas, 
as quais interagem para formar complexos supramoleculares contendo, algumas vezes, dezenas 
de componentes (FRAIPONT et al., 2011; LECLERCQ et al., 2017; MERCER et al., 2002). 
Os eventos celulares e bioquímicos que acarretam na divisão celular são similares em eucariotos 
e procariotos (AYALA et al., 1994). Em procariotos, a célula adquire massa (alongamento 
celular), durante um período do ciclo celular chamado de I (o equivalente da fase G1, em 
eucariotos). O crescimento da célula, em um determinado ponto, ativa a replicação do DNA, 
fase C (fase S, em eucariotos), que procede até que todo o cromossomo seja replicado. 
Subsequentemente à replicação do DNA, acontece a segregação do nucleóide (mitose, em 
eucariotos) e, finalmente, o processo de septação da célula tem início e ocorre até que as células 
filhas sejam separadas (citocinese, em eucariotos) (AYALA et al., 1994). Fica claro pelo 
exposto que, com a finalidade de ganho de massa e de divisão celular, é necessário que as 
bactérias aumentem o volume de sua parede celular (ao longo da fase I) e que, também, formem 
uma camada de peptideoglicano no septo da divisão celular, a qual, posteriormente, será 
dividida entre as células filhas (septal peptidoglycan synthesis). Estes processos são executados 
por complexos macromoleculares, envolvendo diversas proteínas, chamados de divisome 
(atuando durante a divisão celular) e elongasome (atuando durante o crescimento celular), 
sendo que as proteínas FtsW/RodA e as PBPs tomam parte na formação destas maquinarias 
proteicas (FRAIPONT et al., 2011; LECLERCQ et al., 2017; MERCER et al., 2002). A 
discussão, exposta a seguir, é realizada no contexto da divisão celular bacteriana (onde atua a 
FtsW), isto é, no contexto do complexo divisome, uma vez que existe maior disponibilidade de 
informação científica na literatura para este complexo. As mesmas conclusões alcançadas, 
valendo-se deste exemplo, podem, igualmente, ser alcançadas no contexto do complexo 
elongasome (onde atua a RodA) por analogia. A figura 7 mostra um exemplo ilustrativo da 
organização das proteínas nos complexos do divisome e do elongasome.  
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Figura 7- Ilustração da organização molecular do divisome e do elongasome em Escherichia coli. Na parte 
referente ao divisome, Tol-Pal, LpoB, ZipA, FtsA, FtsN, FtsZ, FtsK, EnvC, PBP1B, PBP3, FtsQLB, FtsW e Ami 
representam proteínas participantes deste complexo. Na parte referente ao elongasome, LpoA, PBP1a, PBP2, 
MreD, MreC, RodZ, RoA, MreB representam proteínas pertencentes a este complexo. As funções das principais 
proteínas, aqui citadas, são descritas no texto (figura adaptada de TYPAS et al., 2015).  
 
A primeira etapa, a qual marca o início do processo de divisão celular propriamente dito 
(descrito aqui para a espécie Escherichia coli), é a formação do Z ring, no ponto médio da 
célula, que é formado pela polimerização da proteína FtsZ, análoga estrutural e funcional da 
proteína tubulina de eucariotos (ERRINGTON et al., 2003; HARRY et al., 2006). 
Subsequentemente a este acontecimento, várias proteínas (no geral associadas à membrana 
citoplasmática) são recrutadas para o sítio de divisão celular. Em bactérias Gram-negativas, este 
recrutamento acontece de maneira linear, no sentido de que várias proteínas são recrutadas, uma 
após a outra, até que o complexo divisome esteja completamente formado (ERRINGTON et al., 
2003; HARRY et al., 2006). Em bactérias Gram-positivas, algumas destas proteínas interagem 
previamente ao recrutamento ao sítio de divisão e se posicionam neste como um complexo 
macromolecular já formado (HARRY et al., 2006). Em E. coli, o processo de recrutamento 
pode ser dividido, com fins didáticos, em duas etapas, chamadas aqui de ‘etapa prévia” e “etapa 
posterior” (AARSMAN et al., 2005). Na “etapa prévia”, as proteínas recrutadas são a FtsZ, 
ZipA, FtsA, Zap A-E e FtsEX, sendo que a maioria delas tem como função a estabilização e a 
manutenção do Z ring, entre outras funções mais específicas que fogem do escopo deste 
trabalho, por exemplo, processos relacionados ao desconcatenamento do DNA replicado e a 
posterior divisão do conteúdo genético igualmente entre as células filhas (AARSMAN et al., 
2005). Na “etapa posterior”, um diferente conjunto de proteínas é recrutado para o sítio de 
divisão celular, entre elas se encontram a FtsK, FtsQ, FtsL, FtsB, FtsW, FtsI (PBP3), FtsN e 
PBP1B (BUDDELMEIJER et al., 2004; FRAIPONT et al., 2011). Neste contexto, focaremos 
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o papel específico, no divisome, da proteína candidata a flippase FtsW e das Penicilin Binding 
Proteins (PBP3 e PBP1b).  
De uma maneira geral, o papel da proteína FtsW na divisão celular não é propriamente 
entendido. Entretanto, é bem determinado, experimentalmente, que a FtsW, pertencente à 
família das SEDS proteins, é responsável pelo recrutamento das PBPs para o divisome. É 
hipotetizado que as proteínas FtsW, PBP3 e PBP1B formem um complexo macromolecular 
trimérico (LECLERCQ et al., 2017; MERCER et al., 2002). Além disto, determinações 
experimentais mostram que FtsW interage com o lipídeo II e com a PBP1b e que a interação da 
FtsW com o lipídeo II bloqueia a ação de transpeptidase da PBP1b ao menos que a PBP3 esteja, 
também, presente. Em outras palavras, a presença da PBP3 se mostra necessária para o 
recrutamento da PBP1b (LECLERCQ et al., 2017). A proteína PBP1b é uma PBP bifuncional, 
isto é, contém tanto a atividade enzimática de transglicosilação (GT) quanto a atividade 
enzimática de transpeptidação (TP). Por sua vez, a proteína PBP3 é uma PBP de classe B e não 
contém a função enzimática do tipo GT (GOFFIN et al., 1998; MACHEBOEUF et al., 2006). 
Tendo em mente as considerações teóricas expostas sobre a FtsW e as PBPs no divisome, 
procederemos a uma análise comparativa da interação destas proteínas em bactérias Gram-
negativas e em bactérias Gram-positivas, utilizando os organismos modelos E. coli e B. subtilis, 
respectivamente, como exemplos. Essa comparação dará origem a questões chaves, que 
constituem um dos objetivos desta tese.  
A divisão celular bacteriana ocorre de maneira distinta em bactérias Gram-positivas e 
em bactérias Gram-negativas, presumivelmente devido às diferenças morfológicas entre suas 
paredes celulares. Neste sentido, as espécies E. coli e B. subtilis apresentam homologia no que 
diz respeito a determinadas proteínas que formam o divisome. A proteína homóloga à PBP3 (de 
E. coli), em B. subtilis, é a PBP2b, a qual, também, é uma PBP de classe B contendo somente 
a função enzimática de transpeptidação (TP) (SCHEFFERS et al., 2004). Em E. coli, a função 
enzimática de transglicosilação (GT) é suprida pela PBP1B, bifuncional, como já citado. Em B. 
subtilis, a função de transglicosilação é assumida pela PBP1 de classe A e, em uma menor 
extensão, pela PBP4 (SCHEFFERS et al., 2004). Em E. coli, uma deleção de todas as PBPs, 
com atividade enzimática de transglicosilação (GT), resulta em morte celular (DENOME et al., 
1999; MEESKE et al., 2016), entretanto, em B. subtilis , este mesmo tipo de deleção resulta em 
células normais e capazes de se dividir (MCPHERSON et al., 2003). Estas considerações 
indicam, de uma maneira clara, que, muito provavelmente, outra proteína deve assumir o papel 
de transglicosilase nesse organismo na ausência das PBPs. Neste sentido, a primeira evidência 
de uma função de transglicosilação, no contexto da síntese do peptideoglicano, em B. subtilis, 
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desempenhada por uma proteína diferente das PBPs, apareceu no contexto do complexo 
elongasome, sendo que a proteína candidata foi a RodA (MEESKE et al., 2016). Como citado, 
apesar de envolver diferentes componentes proteicos e possuir diferentes características 
estruturais, o elongasome pode ser comparado com o divisome no contexto da interação entre a 
FtsW/RodA e as PBPs. Isto porque em ambos os complexos o recrutamento da PBP é 
dependente da presença da FtsW/RodA, no caso do elongasome, em B. subtilis, a PBP cognata 
à RodA (análoga à PBP1b, em E. coli) é a PBP2A, com função de transpeptidase. Neste 
contexto, em 2016, Meeske e colaboradores (MEESKE et al., 2016) demonstraram que quando 
todas as proteínas com atividade enzimática de transglicosilação (GT) são deletadas, em B. 
subtilis, a superexpressão de RodA é capaz de aliviar os defeitos de crescimento nestas cepas. 
Além disto, foi mostrado, também, por este mesmo grupo, que a proteína RodA possui função 
de transglicosilação, in vitro, sendo, desta maneira, uma possível candidata a desempenhar essa 
função enzimática nestas bactérias quando da ausência das PBPs contendo domínio do tipo GT.   
Um outro aspecto relevante para o estudo da interação entre as flippases RodA/FtsW e 
as PBPs é a existência de proteínas quiméricas aqui denominadas de Flippase-PBP. Estas 
moléculas são proteínas de alta massa molecular e contêm as funções enzimáticas de ambas 
RodA/FtsW e PBP em uma única só entidade. Este tipo de quimera pode ser encontrada em 
algumas espécies bacterianas tais quais, por exemplo, os patógenos humanos Clostridium 
difficile e Gordonibacter pamelaeae. Evolutivamente, é suposto que os genes das proteínas 
FtsW/RodA e das PBPs formavam um dos subconjuntos que deram origem ao dcw cluster e, 
também, ao cluster análogo correspondente ao contexto do alongamento celular (formado por 
divergência), conforme hipotetizado por (MINGORANCE et al., 2004). Desta maneira, não é 
de todo surpreendente que estes genes tenham se fusionado ao longo da evolução, 
principalmente se levarmos em consideração a íntima interação que estas proteínas 
desempenham no divisome e no elongasome. No contexto desta tese, o estudo destas quimeras 
é uma ferramenta extra para o entendimento do papel biológico das proteínas RodA/FtsW e de 
como elas se correlacionam com as PBPs. Respostas que possam clarear estes aspectos citados, 
adicionalmente, podem dar indícios de quais foram as pressões evolutivas que atuaram para que 
esses genes se fusionassem em determinadas espécies bacterianas. O estudo com a Flippase-
PBP é único e um ponto inovador deste trabalho, desde que, até o presente momento, não 
existem dados na literatura sobre estas entidades quiméricas.   
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2- OBJETIVOS 
 
Avaliar a função biológica da proteína RodA, pertencente aos organismos Escherichia 
coli e Bacillus subtilis, e da proteína quimérica Flippase-PBP, pertencente aos organismos 
Clostridium difficile e Gordonibacter pamelaeae, no contexto da síntese do peptideoglicano.  
 
2.1-  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinação dos protocolos de expressão, purificação e cristalização das proteínas 
RodA pertencentes aos organismos E. coli e B. subtilis.  
 Determinação dos protocolos de expressão, purificação e cristalização das proteínas 
Flippase-PBP, sendo os candidatos iniciais de escolha pertencentes às espécies C. difficile e G. 
pamelaeae.  
 Caracterização do comportamento hidrodinâmico do complexo Flippase-PBP-
detergente (organismo G. pamelaeae).  
 Ensaios de atividade enzimática das proteínas RodA pertencentes aos organismos E. 
coli e B. subtilis. 
 
 
3 - EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
3.1) - SISTEMAS BACTERIANOS DE EXPRESSÃO 
 
3.1.1) - EXPRESSÃO - FLIPPASE-PBP 
 
Inicialmente, duas construções da proteína quimérica Flippase-PBP, de C. difficile, 
foram testadas quanto à expressão (clones adquiridos comercialmente na empresa GenScript). 
A figura 8 mostra um esquema evidenciando a posição dos elementos formadores dos clones 
utilizados nesses ensaios.  
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  Figura 8- Esquema das construções proteicas utilizadas para a proteína Flippase-PBP (C. difficile). Em A, temos 
a construção contendo a etiqueta de purificação do tipo Maltose Binding Protein (MBP). Em B, temos a construção 
contendo a etiqueta de endereçamento Mistic. Ambas as construções contêm uma etiqueta de purificação do tipo 
his tag e um sítio de clivagem para a protease TEV.  
 
Como pode ser visto na figura 8, as construções escolhidas contêm duas diferentes 
etiquetas de expressão/purificação, MBP e Mistic, ambas antecedidas por uma sequência de 
seis histidinas. A escolha do tipo de etiqueta de expressão/purificação é um fator preponderante 
no sucesso da expressão de proteínas membranárias em sistemas bacterianos. Isto porque, na 
maioria das vezes, a expressão destes tipos de proteínas é tóxica e/ou gera uma depleção 
excessiva de nutrientes, na bactéria, após a indução da síntese da proteína recombinante, 
culminando, assim, com a morte celular. A MBP é uma proteína com alto grau de solubilidade, 
desta maneira sua presença pode ser encarada como um artifício capaz de aumentar a 
solubilidade das proteínas a ela conjugadas, sendo este um fator positivo no exemplo de 
proteínas de membrana, as quais são altamente hidrofóbicas e apresentam baixos níveis de 
solubilidade (FOX; WAUGH, 2003). Adicionalmente, a presença da MBP permite o ganho de 
mais uma etiqueta de purificação para uma cromatografia de afinidade, em soma à sequência 
de seis histidinas (his tag). Por sua vez, a proteína Mistic é uma proteína de 14 kDa, originária 
da espécie bacteriana B. subtilis. Foi verificado, empiricamente, que a presença da proteína 
Mistic, em conjugação com proteínas de membrana recombinantes, auxilia a inserção destas na 
membrana (KEFALA et al., 2007). A base teórica, a qual embasa este endereçamento à 
membrana, é ainda desconhecida, entretanto, especula-se que ele ocorra por meio de uma 
sequência de endereçamento de caráter geométrico, isto é, não há nenhum tipo de sequência 
sinal de aminoácidos levando a esta translocação à membrana e, sim, uma conformação 
específica, a qual é reconhecida como sinal de exportação (KEFALA et al., 2007). O protocolo 
utilizado para a expressão de todas as proteínas testadas, em sistemas bacterianos de expressão, 
é descrito a seguir:  
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 Transformação de variadas cepas de expressão de E. coli do tipo BL21(DE3), tais quais STAR, 
RIL, C41, C43, com o plasmídeo de interesse. 
 Crescimento de uma pré-cultura, overnight, a 200 rpm, 37 οC, em meio LB (Lysogeny broth) + 
antibiótico. 
 Inoculação da pré-cultura resultante em meio TB (Terrific Broth) + antibiótico, de maneira tal 
que o volume de cultura adicionado ao meio corresponda a 2 % do volume total.  
 Crescimento da cultura a 200 rpm, 37 οC, até que a OD atinja o valor de 0.8-1. 
 Indução, overnight, com 1 mM de IPTG, na temperatura de 18 οC. A indução pode, também, 
alternativamente, ser realizada a 37 οC, por 3 horas, conforme conveniência experimental.  
 As bactérias são sedimentadas, lisadas e as amostras resultantes são analisadas em SDS-PAGE 
e Western blot.  
A tabela 1 resume os resultados obtidos para a expressão da proteína quimérica 
Flippase-PBP de C. difficile.  
 
Tabela 1-  Resultados dos testes de expressão em diferentes cepas de E. coli. Onde X indica que houve a 
expressão da proteína pela respectiva cepa. Estes testes representam resultados de experimentos realizados na 
temperatura de 37 οC. 
 
 
Como é verificado na tabela 1, houve expressão apenas nas cepas transformadas com a 
construção MBP-Flippase-PBP. A figura 9 é uma ilustração de um Western blot (anti his) 
confirmando que os níveis de expressão da proteína foram adequados à continuidade dos 
trabalhos.   
Proteína Cepa 
 BL21(DE3) STAR RIL C41 C43 
MBP-Flippase-PBP X X X X X 
     
Mistic-Flippase-PBP      
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Figura 9 – Western blot (anti his) relativo aos testes de expressão da proteína 6xHisMPB-Flippase-PBP nas cepas 
bacterianas do tipo BL21(DE3): BL21(DE3), STAR, RIL, C41, C43. Dois controles de massa molecular foram 
utilizados: um de 170 kDa e outro de 75 kDa. A proteína Flippase-PBP (143 kDa) é indicada, na figura, por uma 
seta à esquerda. 
 
De acordo com a figura 9, notamos um alto nível de expressão da proteína nas cepas do 
tipo BL21(DE3), STAR e RIL e um menor nível de expressão nas cepas do tipo C43 e C41. A 
cepa de escolha para a continuidade dos trabalhos foi a BL21(DE3), com a indução ocorrendo 
a 18 οC, por conveniência. Em adição à banda correspondente à proteína Flippase-PBP, existem 
algumas bandas de menor massa molecular que, também, foram evidenciadas no Western blot. 
Uma destas bandas, provavelmente, é proveniente de uma expressão truncada da etiqueta de 
purificação do clone recombinante, a 6xhisMBP (com massa em torno de 45 kDa). Este 
fenômeno experimental da expressão truncada é relativamente comum e reportado, 
especialmente no caso de proteínas com alta massa molecular. Além disto, é possível notar que 
existe um considerável nível de degradação proteica, as quais podem ser causadas por 
flexibilidades estruturais intrínsecas à estrutura da Flippase-PBP e/ou por proteases bacterianas. 
Por ser uma proteína integral de membrana, altamente hidrofóbica, a Flippase-PBP possui um 
relevante número de sítios para proteases. Este tipo de panorama experimental era, de uma certa 
maneira, esperado, uma vez que este acontecimento é corriqueiro na expressão de proteínas 
membranárias em sistemas bacterianos e é um indicativo da necessidade do uso de coquetéis 
contendo inibidores de proteases nas etapas subsequentes de purificação. Quando tomados em 
conjunto, estes pontos podem ser generalizados do contexto das Flippases-PBPs para o contexto 
geral de expressão de proteínas de membrana, evidenciando, assim, particularidades 
experimentais que podem vir a ocorrer nestes sistemas com mais frequência do que em sistemas 
que retratam proteínas solúveis. Um outro fenômeno particular à experimentação com proteínas 
de membrana e que se faz importante na análise dos resultados obtidos com a Flippase-PBP é 
a migração anômala da proteína nos géis de SDS-PAGE. Este tipo de migração faz com que a 
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proteína não migre na eletroforese de uma maneira compatível com sua massa molecular 
teórica. No que diz respeito a proteínas solúveis, este fenômeno pode ser verificado com base 
na relação entre o ponto isoelétrico da proteína e o pH do tampão de corrida da eletroforese. 
Adicionalmente a este fator, no contexto de proteínas de membrana, três outros quesitos são 
relevantes: (1) a natureza hidrofóbica destas moléculas aumenta seu tempo de retenção na 
matriz de acrilamida do gel; (2) a presença de um detergente na solução de purificação interfere 
com a micelização do detergente SDS, alterando, desta maneira, a carga elétrica líquida das 
macromoléculas a serem analisadas na eletroforese; (3) o aquecimento das amostras a serem 
aplicadas no gel (em uma temperatura em torno de 100 οC), convencional quando o objeto de 
trabalho são proteínas solúveis, pode causar agregações irreversíveis em proteínas de 
membrana, alterando a massa molecular evidenciada pela eletroforese desnaturante. 
Particularmente, este último fenômeno é mais relevante em proteínas de membrana ricas em 
estruturas secundárias do tipo β-barrels. Na figura 9, é possível notar que a Flippase-PBP, com 
massa teórica de 143 kDa, migra na altura da banda de referência de 170 kDa.  
Baseado nos resultados de expressão, ilustrados na tabela 1 e na figura 9, isto é, a 
expressão da proteína na construção contendo a MBP e a não expressão da proteína na 
construção contendo a mistic, foi adquirido um novo clone de Flippase-PBP (G. pamalaeae), 
cuja construção foi similar àquela do organismo C. difficile (6xhisMBP-Flippase-PBP) e 
adquirido na mesma empresa GenScript. Os resultados obtidos para esta proteína foram 
análogos aos supradescritos, com a expressão sendo verificada em diversas cepas de E. coli do 
tipo BL21. Uma vez que os dados obtidos para estas duas construções foram bastante 
semelhantes, tanto no que diz respeito à expressão das proteínas quanto no que diz respeito à 
purificação das mesmas, consideraremos, exceto quando mencionado o contrário, por 
brevidade, somente os resultados obtidos com o clone 6xhisMBP-Flippase-PBP de C. difficile, 
sendo que estes mesmos resultados podem ser extrapolados para o clone 6xhisMBP-Flippase-
PBP de G. pamalaeae.  
 
3.1.2) - EXPRESSÃO - RodA 
 
Inicialmente, construções da proteína RodA, oriundas dos organismos Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus subtilis, Thermotoga marítima, foram testadas quanto à expressão. Os 
plasmídeos utilizados nestes experimentos já se encontravam disponíveis no nosso laboratório. 
A figura 10 ilustra a organização dos clones utilizados nestes ensaios.  
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Figura 10 – Esquema das construções proteicas utilizadas para a proteína RodA totalizando três clones 
pertencentes às espécies P. aeruginosa, B. subtilis e T. maritima. Mistic indica a presença da etiqueta de 
endereçamento Mistic; his tag representa uma sequência de seis histidinas. As construções contêm um sítio de 
clivagem para a protease TEV, o qual está localidado entre a RodA e a proteína Mistic.   
 
 Como é evidenciado na figura 10, no caso da proteína RodA apenas um tipo de 
construção proteica (contendo a etiqueta de endereçamento Mistic conjugada à etiqueta de 
purificação do tipo his tag) foi utilizada. Diferentemente do descrito para a proteína quimérica 
Flippase-PBP, a MBP não foi utilizada nestas construções. Apesar da extensa lista de variáveis 
experimentais utilizadas nos ensaios (temperatura, meio de cultura, diferentes cepas de 
expressão), no intuito de promover a expressão da RodA, em nenhuma das condições testadas 
foi verificada a expressão. 
 
3.1.3) - PURIFICAÇÃO – FLIPPASE-PBP 
 
A purificação de proteínas de membrana difere, de uma certa maneira, da purificação 
de proteínas solúveis. O caráter fortemente hidrofóbico destas proteínas torna obrigatória a 
utilização de detergentes, que, por sua vez, possuem uma série de incompatibilidades com 
vários dos métodos cromatográficos convencionais. Além disto, devida às propriedades das 
ligações hidrofóbicas, a estrutura de uma proteína de membrana (em solução) é 
consideravelmente sensível a variações térmicas. Em particular, todas as proteínas de trabalho, 
nesta tese, demonstraram considerável sensibilidade térmica. Neste sentido, essa sensibilidade 
pode ser atribuída à relação entre as forças de interação, do tipo dipolo instantâneo – dipolo 
instantâneo, e a distância entre as partes interagentes, cuja variação, de proporcionalidade 
inversa, é da ordem de 10-6-10-9. Em outras palavras, pequenas variações das distâncias entre 
as partes apolares interagentes da proteína resultam em grande variação de energia para a 
estrutura tridimensional. Desta maneira, todo o processo de purificação deve ser realizado na 
temperatura de 4 ◦C. Além disto, é importante enfatizar que as proteínas de membrana, após a 
lise das bactérias, estão aderidas aos fosfolipídeos da membrana bacteriana. Deste modo, etapas 
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extras devem ser realizadas para sedimentar a membrana e, posteriormente, para promover um 
processo de delipidação, isto é, extrair as proteínas da membrana celular para uma solução 
usando, para isso, um detergente apropriado. 
 
O protocolo de purificação da Flippase-PBP tem início com as seguintes etapas: 
 
1- Sedimentação das bactérias e ressuspensão do pellet utilizando um tampão de lise contendo: 
50 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 % Glicerol, 2 mM EDTA, 2 mM DTT e inibidores de 
proteases (pepstatina A 2 μg/mL, leupeptina 2 μg/mL, aprotinina 2 μg/mL) 
2- Lise das bactérias (cell disruptor).  
3- Centrifugação para a remoção de células não lisadas, 8000 x g, por 10 min.  
4- Centrifugação para retirada de restos celulares, 13.000 x g por 40 min.  
5- Centrifugação para sedimentação da membrana, à 120.000 x g, por 2 horas.  
 
Neste ponto, é válido fazer a observação que a transição da etapa 4 para a etapa 5 é uma 
crítica no processo de purificação. Na purificação de proteínas solúveis, usualmente, a retirada 
dos debris celulares é realizada por uma etapa de centrifugação que consideraremos aqui, 
unicamente para fins didáticos de comparação, contida no intervalo de velocidades de 50.000 a 
80.000 x g e no intervalo de tempo de 30 a 60 min. Se tal protocolo fosse aplicado a proteínas 
de membrana, teríamos parte da fração de membrana sedimentando junto com os debris 
celulares, o que acarretaria em grandes perdas de rendimento. Portanto, a dificuldade reside em 
achar um meio termo no qual a amostra possa ser limpa dos debris e, ao mesmo tempo, os 
efeitos da sedimentação da fração de membrana sejam minimizados. Ressalte-se que a remoção 
das células não lisadas e dos debris é feita separadamente e não numa mesma etapa. 
Experimentalmente, foi verificado que esse tipo de abordagem proporciona uma amostra mais 
clarificada nas etapas subsequentes. A figura 11 ilustra os procedimentos das etapas de 
purificação 1-5.  
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Figura 11 – Western blot (anti-his) e seu respectivo SDS-PAGE relativos às etapas do protocolo de purificação 
de 1-5. As amostras, indicadas com os números de 1 a 6, encontram correspondência com as etapas de purificação 
descritas no texto (1 a 5). Esta correspondência é estabelecida como segue: (1) fração total obtida após a lise 
celular; (2) fração solúvel após a remoção de células não lisadas; (3) fração solúvel após retirada dos debris 
celulares; (4) fração insolúvel após a retirada dos debris celulares; (5) fração solúvel após ultracentrifugação; (6) 
fração de membrana. Foram utilizados dois controles de massa molecular, um de 170 kDa e o outro de 75 kDa no 
Western blot. Flippase-PBP (143 kDa) representa a banda da proteína de interesse. 
 
Na figura 11, são apresentadas, lado a lado, as imagens correspondentes a um Western 
blot e a seu respectivo gel SDS-PAGE. Essa disposição pictórica foi assim posta de modo a 
evidenciar o efeito das degradações discutido na seção 3.1.1. Isto fica particularmente claro em 
uma comparação da amostra na raia de número 6 no Western blot e no SDS-PAGE. Neste 
exemplo, uma análise somente do SDS-PAGE evidencia várias bandas que, porventura, 
poderiam ser atribuídas a proteínas contaminantes. Porém, quando o Western blot é analisado, 
notamos que muitos desses supostos contaminantes, na verdade, são degradações da própria 
Flippase-PBP ou expressões truncadas da sua etiqueta de purificação. Esse tipo de 
acontecimento é evidenciado em diversas etapas do protocolo e se torna um fator complicador 
extra para esse sistema de purificação. Em relação a etapa de clarificação da amostra, com a 
retirada dos debris celulares, notamos, através da amostra na raia de número 4, que, mesmo 
após uma centrifugação na velocidade de 13.000 x g (relativamente baixa quando comparada à 
velocidade de 50.000 x g utilizada para proteínas solúveis), existe uma perda considerável da 
Flippase-PBP. Isto ocorre, provavelmente, devido à sedimentação de parte da membrana ou 
porque os restos celulares acabam associando-se a esta formando uma só entidade que 
sedimenta. Testes com outras velocidades de centrifugação também foram realizados (num 
intervalo de 10.000-13.000 x g), sendo que a velocidade de 13.000 x g foi a que obteve os 
melhores resultados. Na amostra na raia de número 5, é possível notar que parte da membrana 
não é sedimentada mesmo após uma centrifugação de 2 horas, à 120.000 x g e que existe um 
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grande número de bandas de proteínas contaminantes, evidenciando, assim, que a etapa de 
ultracentrifugação, para a sedimentação da membrana, consiste, também, em uma considerável 
etapa de purificação.  
 
As etapas subsequentes do protocolo de purificação da Flippase-PBP são: 
 
6- Delipidação das proteínas, realizada em tampão contendo 50 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 
5 % Glicerol, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, inibidores de proteases (pepstatina A 2 μg/mL, 
leupeptina 2 μg/mL, aprotinina 2 μg/mL) e um detergente específico (conforme descrito a 
seguir).   
7- Centrifugação à 120.000 x g para separar as frações que foram solubilizadas pelo detergente, 
na etapa anterior, das não solubilizadas.   
 
Para a determinação do detergente adequado, para extrair a proteína da membrana 
celular (etapa 6), foi realizada uma varredura de detergentes, de modo a determinar os melhores 
candidatos. Foram testados os detergentes: DM, DDM, CHAPS, LAPAO, Fos-Choline-12, 
Octyl-β-D-Glucopyranoside (OG) e o Cymal-5. A tabela 2 traz um resumo dos detergentes 
utilizados e suas respectivas concentrações de trabalho.  
 
Tabela 2-  Detergentes e suas respectivas concentrações utilizados nos ensaios de delipidação da Flippase-PBP 
da membrana celular bacteriana. 
 
 
Para estabelecer as concentrações de trabalho dos detergentes, evidenciadas na tabela 2, 
as propriedades físico-químicas particulares de cada classe de detergentes foi levada em 
consideração. Detergentes zwitteriônicos em pH 7,0 (Fos choline-12 e LAPAO), tiveram sua 
DETERGENTES CONCENTRAÇÃO 
DM 1,5  % 
LAPAO 1  % 
Fos Choline-12 1  % 
CHAPS 1  % 
Cymal-5 2  % 
DDM 1  % 
Octyl-β-D-Glucopyranoside 1  % 
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concentração final determinada como sendo de 1 %. Detergentes com altos valores de CMC 
tiveram suas concentrações estipuladas em 1 %, sendo esta uma espécie informal de “mínima 
concentração efetiva de detergência” para estes candidatos (CHAPS e OG); o detergente 
Cymal-5, o qual, também, pode ser classificado como um detergente de alto valor de CMC, 
teve sua “mínima concentração efetiva de detergência” estipulada em 2 %, uma vez que ele 
contém apenas uma curta cadeia carbônica. Detergentes da classe dos maltosídeos (DDM e 
DM), tiveram suas concentrações estipuladas com base empiricista, levando-se em 
consideração o valor de 50 CMC como um valor efetivo de ação de detergência de extração 
para o detergente DDM e extrapolando este valor, com base no número de micelas em solução, 
para o detergente DM. Para os testes de varredura de detergentes, o protocolo experimental 
consistiu das mesmas etapas exemplificadas para a purificação da proteína (de 1 a 7), sendo que 
na etapa de número 6 a proteína foi ressolubilizada com diferentes detergentes, totalizando uma 
hora de tempo de incubação. A figura 12 ilustra o resultado obtido nesses ensaios.  
 
 
Figura 12-  Western blot (anti-his) relativo à varredura de detergentes visando a delipidação da Flippase-PBP. As 
amostras correspondem aos detergentes: DM, DDM, Fos Choline-12, Cymal-5, OG, LAPAO e CHAPS. Foram 
utilizados dois controles de massa molecular, um de 170 kDa e o outro de 75 kDa. A banda correspondente à 
Flippase-PBP (143 kDa) é indicada por uma seta à esquerda. 
 
Fica claro, de uma análise da figura 12, que os melhores detergentes candidatos para a 
extração da Flippase-PBP da membrana celular foram o LAPAO e o Fos-Choline-12. Esse 
resultado empírico era, de uma certa maneira, esperado, com base em predições teóricas do 
comportamento químico dos detergentes. A eficiência desta etapa é mandatória para a 
efetividade da cristalização, uma vez que uma delipidação ineficiente pode gerar um alto grau 
de heterogeneidade na amostra, resultando em unidades de proteínas contendo carga lipídica 
ligada diferente, e, portanto, levando o sistema físico em questão a uma condição 
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termodinamicamente desfavorável à cristalização. Uma análise do caráter das ligações químicas 
envolvidas entre lipídeos e proteínas mostra que essas ligações são, preponderantemente, de 
caráter apolar, ou seja, do tipo dipolo instantâneo – dipolo instantâneo. A força deste tipo de 
ligação química é proporcional à superfície de contato entre as moléculas, a qual, por sua vez, 
é proporcional ao comprimento da cadeia carbônica e ao grau de saturação e ramificação da 
molécula. Em outras palavras, um detergente eficiente no processo de delipidação deve ser 
capaz de romper as interações do tipo dipolo instantâneo – dipolo instantâneo entre as proteínas 
e os lipídeos de membrana e, obviamente, o significado de “romper as ligações” implica no fato 
dos detergentes possuírem maior afinidade pelos lipídeos do que as proteínas. Por consequência 
do supracitado, a eficiência de delipidação de um detergente pode ser estimada com base na sua 
fórmula estrutural, considerando-se, majoritariamente, as características de sua cadeia 
carbônica. Detergentes de cadeia carbônica curta, como o Cymal-5, tendem a ser maus 
extratores, desde que a superfície de contato entre as moléculas configura uma ligação do tipo 
dipolo instantâneo – dipolo instantâneo fraca. No caso de maltosídeos, apesar de possuírem 
longas cadeias carbônicas e, por consequência, baixos valores de CMC, têm consideráveis 
níveis de ramificação e grupos polares pouco solúveis quando comparados a grupos polares de 
caráter mais iônico. Desta maneira, seu poder extrator não é tão eficiente quanto o de 
detergentes contendo cadeias carbônicas longas e saturadas e “cabeças” polares de caráter 
iônico, como é o caso, é claro, dos detergentes iônicos e, no contexto deste trabalho, o caso de 
detergentes zwitteriônicos, tais quais o LAPAO e a Fos-Choline-12.  
Com base nos resultados demonstrados na figura 12, os principais detergentes 
candidatos foram o LAPAO e o Fos-Choline-12 (FC-12). Neste contexto, uma varredura de 
concentrações desses detergentes foi realizada de modo a avaliar seu poder extrator, como 
mostra a figura 13.   
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Figura 13-  Western blot (anti-his) relativo à varredura de concentrações dos detergentes FC-12 e LAPAO. Foram 
utilizados dois controles de massa molecular: um de 170 kDa e o outro de 75 kDa. A banda correspondente à 
Flippase-PBP (143 kDa) é indicada por uma seta à esquerda. As concentrações testadas, para os dois detergentes, 
foram 0.1 %, 0.5 %, 1 %, 2 %, 3 % e 5 %.  
 
Na varredura indicada na figura 13, os rendimentos de extração dos detergentes podem 
ser diretamente comparados, quando numa mesma concentração, desde que o FC-12 e o 
LAPAO possuem, aproximadamente, o mesmo valor de CMC (0,047 % e 0,052 %, 
respectivamente). Com relação ao detergente FC-12, seu grande poder extrator, no contexto da 
proteína Flippase-PBP, é evidenciado pela intensidade das bandas no Western blot. 
Experiências prévias, em nosso grupo de pesquisa, mostraram que esse forte poder extrator, 
muitas vezes, pode estar correlacionado a um comportamento físico-químico menos brando no 
que diz respeito à solubilização das proteínas. Neste sentido, consideramos que a FC-12 é um 
excelente detergente delipidador, entretanto, seu uso deve ser realizado com cautela. Em termos 
de concentrações, fica claro que seu poder extrator começa a ser significante a partir de uma 
concentração de 0,5 %, contudo mesmo na concentração de 0,1 % o rendimento obtido é 
relevante. Grande parte das considerações formuladas para o detergente FC-12 podem ser 
transferidas para o detergente LAPAO, com este, também, apresentando um poder extrator mais 
significante a partir de uma concentração de 0,5 %. O LAPAO não pode ser considerado um 
detergente de comportamento físico-químico brando, porém tende a apresentar um 
comportamento mais compatível com os fins de caracterização estrutural de proteínas quando 
em comparação com o FC-12. Neste contexto, a concentração de 1% do detergente LAPAO foi 
a escolhida como condição de extração da proteína Flippase-PBP da membrana bacteriana, 
apesar do detergente FC-12 ter apresentado melhores rendimentos. É importante frisar que as 
características comportamentais ressaltadas para os detergentes encontram embasamento 
teórico e recorrência experimental. Entretanto, não podemos desconsiderar que cada proteína 
consiste em um sistema diferente, podendo interagir de maneiras diversas com o detergente, de 
modo que um detergente considerado mais agressivo, no contexto de uma determinada proteína, 
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pode não o ser no contexto de outra proteína diferente. Em conclusão, o processo de escolha do 
melhor detergente candidato é fortemente baseado no empirismo.  
Após a extração da Flippase-PBP, da membrana bacteriana, a solução resultante é 
centrifugada na velocidade de 120.000 x g, por 1 hora, com a finalidade de separar o material 
solubilizado pelo detergente (fração solúvel) do material não solubilizado pelo detergente 
(fração insolúvel). A fração solúvel, assim obtida, serve de input para a primeira etapa 
cromatográfica do protocolo de purificação. O fato da proteína possuir tanto uma sequência de 
seis histidinas (his tag) quanto uma etiqueta de purificação do tipo Maltose Binding Protein 
(MPB) faz com que duas diferentes técnicas cromatográficas de afinidade possam ser 
exploradas: uma delas utilizando uma resina de dextrina (específica para a ligação da MBP) e 
a outra utilizando uma resina com metal imobilizado (níquel ou cobalto, por exemplo).  
Um problema enfrentado na purificação de proteínas de membrana e que tange à 
cromatografia de afinidade é o efeito do detergente na eficiência global desta etapa. Em resinas 
com metal imobilizado, a interação entre elétrons do anel imidazólico das histidinas e os cátions 
metálicos imobilizados na resina é, em essência, uma reação do tipo ácido-base (conceito de 
Lewis). Ao passo que no caso da interação da MBP com a resina de dextrina, a interação é do 
tipo ligação de hidrogênio. Em ambos os casos, o efeito das micelas do detergente é marcante 
em dois aspectos: na blindagem da densidade eletrônica disponível para a interação e no 
impedimento espacial do contato das proteínas com as resinas de afinidade. Para minimizar 
estes efeitos negativos, é necessário, antes da etapa de cromatografia de afinidade, diluir o 
detergente para concentrações mais próximas do seu valor de CMC, em detrimento das altas 
concentrações utilizadas na extração (20 CMC). Desta maneira, a amostra que representa o 
input da cromatografia de afinidade tem a concentração do detergente LAPAO diminuída de 1 
% para 0,2 %, que é equivalente a 4 CMC. Assim, a solução resultante, ou seja, aquela com a 
concentração de LAPAO em 0,2 %, possui um volume cinco vezes maior do que a solução 
original que continha o detergente LAPAO na concentração de 1%. Este fato, no caso de 
expressões em larga escala (por exemplo, mais de 5 L de cultura bacteriana inicial) gera um 
enorme volume a ser passado pela coluna de afinidade (500 mL-1 L). Este procedimento pode 
ser realizado com uma coluna de afinidade pré-empacotada, em loop. Ou seja, de uma maneira 
tal que a amostra passe várias vezes pela coluna e não somente uma vez. Alternativamente, 
pode ser realizada, também, em batch. No caso da purificação da Flippase-PBP, foram testadas 
as resinas de níquel e cobalto, na cromatografia de afinidade com metal imobilizado, e a resina 
de dextrina na cromatografia de afinidade com a etiqueta MBP, tanto no caso de purificação do 
tipo batch quanto no caso de purificação utilizando colunas pré-empacotadas. As condições 
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experimentais, tais quais tempo de incubação e quantidade de resina utilizada foram variadas 
em amplos intervalos. A condição que se mostrou mais favorável foi a purificação em batch, 
usando resina de dextrina, overnight, e com excesso de resina (1 CV = 15 mL). Entre as 
vantagens do uso da resina de dextrina, em relação, por exemplo, a resina de níquel se encontra 
a menor perda de proteína no flow through, porém, podemos citar, também, o tipo de eluente, 
no caso da dextrina 20 mM de maltose e no caso da resina com metal imobilizado 300 mM de 
imidazol. De modo que, para o ambiente químico de uma proteína de membrana e tendo em 
mente futuros passos cromatográficos (por exemplo, a cromatografia de troca iônica), é mais 
conveniente lidar com a maltose (um reagente inerte) do que do que com o imidazol na solução 
de purificação. No que diz respeito ao detergente utilizado, foi mantido o LAPAO como opção 
inicial nos testes de purificação, afim de que fossem evitadas etapas extras de troca de 
detergentes, as quais levam a perdas no rendimento. A figura 14 é uma ilustração do processo 
de purificação da Flippase-PBP até a etapa de retirada do flow through da cromatografia de 
afinidade.  
 
 
Figura 14- Gel SDS-PAGE relativo à purificação da 6xHisMPB-Flippase-PBP (143 kDa). Fração total se refere 
à amostra logo após a lise celular; fração solúvel 1 se refere à amostra após a retirada dos debris celulares 
(centrifugação à 13.000 x g, 40 min); fração solúvel 2 se refere à amostra após a ultracentrifugação a 120.000 x g, 
2 horas, esta fração não contém a membrana bacteriana e é descartada; fração de membrana se refere à fração de 
membrana ressuspendida; fração solúvel 4 se refere à amostra retirada após a centrifugação a 120.000 x g para 
separar as frações solúveis/insolúveis; flow through se refere ao material que não ficou ligado na coluna e foi 
retirado durante a cromatografia de afinidade com a MBP (esta amostra não está normalizada com as demais).  
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Na figura 14, podemos evidenciar que mesmo após um tempo de incubação longo 
(overnight) e utilizando um excesso de resina de purificação (1 CV = 15 mL), ainda há 
considerável perda de proteína no flow through relativo à cromatografia de afinidade. Desde 
que a solução de purificação é diluída cinco vezes, em relação à solução original de membrana 
ressuspendida, com a finalidade de diminuir a concentração do detergente, a amostra 
identificada como flow through se encontra mais diluída que as demais ilustradas no gel da 
figura 14, de modo que a perda proteica é mais considerável do que a indicação visual reflete. 
Em termos comparativos, mesmo com a eficiência intrínseca da resina de dextrina sendo de, 
aproximadamente, 75 % (de acordo com o fabricante), ela ainda se mostrou mais eficiente que 
as resinas com metal imobilizado, nas quais as perdas no flow through foram significantemente 
mais acentuadas. No que diz respeito aos tampões de purificação, logo após a extração com o 
detergente, a Flippase-PBP se encontra no seguinte tampão: 50 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 
10 % Glicerol, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 1 % LAPAO. Conforme mencionado, a concentração 
de detergente é ajustada de 1 % para 0,2 %, afim de facilitar a ligação da proteína aos 
grupamentos da resina de dextrina. Simultaneamente à diluição do detergente, a concentração 
de glicerol é diminuída de 10 % para 5 %. A diluição do glicerol está correlacionada com o tipo 
de interação química que acontece entre a proteína e a resina de afinidade, nomeadamente as 
ligações de hidrogênio. Desta maneira, o glicerol (o qual é um álcool) diminui a afinidade de 
ligação da proteína à resina. Sendo assim, para esta etapa, o recomendável seria eliminar o 
glicerol do tampão de purificação, entretanto, a solubilização da Flippase-PBP requere, 
mandatoriamente, glicerol. Assim, previamente à cromatografia de afinidade, a Flippase-PBP 
se encontra no seguinte tampão: 50 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 5 % Glicerol, 2 mM EDTA, 
2 mM DTT, 0,2 % LAPAO. A eluição da proteína foi realizada neste mesmo tampão com a 
adição do eluente maltose na concentração de 20 mM.  
 Dando continuidade ao desenvolvimento do protocolo de purificação da Flippase-PBP 
após a cromatografia de afinidade, procedemos à clivagem da etiqueta de purificação da 
proteína. Desde que a resina de dextrina possui grupamentos que ligam à proteína MBP, seu 
nível de especificidade é considerável, de modo que a Flippase-PBP é eluída com nível de 
pureza tal que outra etapa cromatográfica não é requerida, a priori da clivagem. Neste caso, a 
clivagem, mediada pela protease TEV, consiste na transformação da proteína 6xHisMPB-
Flippase-PBP para as proteínas Flippase-PBP e 6xHisMPB. Neste contexto, duas variáveis 
experimentais foram varridas nos ensaios de clivagem, afim de achar a condição mais 
apropriada, nomeadamente a proporção proteína/protease e o tempo de clivagem. A 
temperatura de clivagem foi mantida como sendo 4 ◦C, já que essa é a temperatura ideal para a 
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Flippase-PBP. Vale ressaltar que na temperatura de 4 ◦C a protease TEV tem sua taxa de catálise 
consideravelmente diminuída. Em termos da proporção proteína/protease, os melhores 
resultados foram obtidos com a proporção molar sendo 2 de TEV para 1 de proteína. A figura 
15 é uma ilustração de um ensaio de clivagem, em diferentes intervalos de tempo, na proporção 
molar citada entre a protease e a proteína.  
                 
Figura 15- Gel SDS-PAGE relativo ao teste de clivagem. Na altura da banda do marcador de 150 kDa, temos a 
banda correspondente à 6xHisMPB-Flippase-PBP (143 kDa), o input da reação; na altura da banda do marcador 
de 40 kDa, temos a banda correspondente à MBP (43 kDa); na altura da banda do marcador de 20 kDa, temos a 
banda correspondente à TEV (28 kDa). Acima, no gel, temos a indicação da banda da TEV utilizada na clivagem, 
a indicação do input da clivagem (6xHisMPB-Flippase-PBP) e a indicação de cada um dos intervalos de tempo 
testados: 30 min., 1 h, 2 h, 4 h, overnight. A amostra input não está normalizada, em volume, com as demais. 
 
A análise da figura 15 permite concluir que em todos os intervalos de tempo testados a 
clivagem da proteína foi eficiente, sendo que a banda correspondente ao intervalo de tempo 
overnight parece ser ligeiramente mais fraca. A amostra input de clivagem não se encontra 
normalizada, em volume, com as demais, de modo que uma análise comparativa das bandas 
deve levar este fator em consideração. Baseando-se nestes resultados, foi padronizado o tempo 
de 2 horas para a clivagem, utilizando 1 mM de PMSF para interrompê-la. Após a clivagem, é 
necessário separar a proteína clivada da sua etiqueta de purificação (6xhisMBP) e da protease 
(TEV). Para isso, foi escolhida a técnica de cromatografia de troca iônica, já que, além de 
purificar, a troca iônica, também, algumas vezes, leva à concentração da amostra proteica. Neste 
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ponto, é importante ressaltar que concentrar proteínas de membrana é um processo delicado, 
uma vez que concentradores, baseados em membranas hidrofóbicas (eficazes para proteínas 
solúveis), promovem elevada precipitação e perdas de rendimento quando usados com proteínas 
de membrana. Portanto, a troca iônica confere, simultaneamente, os benefícios de purificação 
e concentração da amostra. Sendo assim, a escolha desse tipo de cromatografia se mostrou mais 
vantajosa do que, por exemplo, uma cromatografia de exclusão molecular, onde a amostra, de 
um modo geral, é diluída por um fator dez.  
 Anteriormente à injeção da amostra na coluna de troca iônica, é requerido um processo 
de diálise para a diminuição da concentração de NaCl, no tampão de purificação, de 200 mM 
para 20 mM. Após a diálise, as amostras são centrifugadas, a 15.000 x g, por 10 min., para 
remover eventuais precipitados. Neste sentido, ocorre relativo nível de precipitação da proteína 
durante a diálise, mostrando que as Flippases-PBP são sensíveis à variação da concentração 
salina. Os pontos isoelétricos teóricos das proteínas envolvidas no processo de purificação por 
troca iônica são indicados entre parênteses: Flippase-PBP (4,79); 6xHisMBP (5,25); TEV 
(8,66). De acordo com a relação entre os pontos isoelétricos das proteínas e o pH do tampão de 
purificação (neste caso, Tris pH 8,0), escolhemos utilizar uma coluna de purificação de troca 
iônica, do tipo trocador aniônico forte, usando os seguintes tampões: Tampão A: 50 mM Tris 
pH 8,0, 5 % glicerol, 0,2 % LAPAO; Tampão B: tampão A + 1 M NaCl. 
É importante enfatizar que as proteínas Flippase-PBP e 6xHisMBP possuem pontos 
isoelétricos teóricos muito próximos, o que é um fator relevante para a interpretação dos 
resultados. Em uma primeira tentativa de purificação, sob os parâmetros experimentais acima 
frisados, utilizando um gradiente linear de concentração, variando de 0 a 1 M de NaCl, em 20 
CV, obtivemos um cromatograma com picos não resolvidos. Este resultado foi interpretado no 
sentido de que a concentração do eluente NaCl, requerida para a eluição de cada uma das 
entidades a serem purificadas, está contida em um intervalo muito curto de concentrações. Um 
controle manual do gradiente de concentração do eluente corroborou essa hipótese gerando um 
melhor grau de resolução dos picos do cromatograma. Antes de analisarmos as imagens 
relativas aos resultados experimentais, procederemos a mais algumas considerações 
evidenciadas nestes experimentos. A mais relevante destas considerações é que o flow through, 
relativo à injeção da amostra na coluna de troca iônica, não continha a protease TEV como era 
esperado de acordo com seu ponto isoelétrico teórico de 8,66. A eluição da TEV ocorreu em 
conjunto com a eluição da Flippase-PBP e, também, em conjunto com a eluição da 6xHisMBP, 
ocupando, desta maneira, um amplo intervalo de volume de eluição e tendo seu pico de eluição, 
no cromatograma, sobreposto aos picos das outras proteínas mencionadas. A figura 16 ilustra 
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um gel SDS-PAGE que evidencia a coeluição destas proteínas em algumas das frações obtidas 
na eluição da troca iônica.   
 
 
Figura 16- Gel SDS-PAGE evidenciando a coeluição das proteínas indicadas. À direita, se encontram as 
indicações das bandas relativas às proteínas: MBP (43 kDa), na altura da banda do marcador de 37 kDa; TEV (28 
kDa), na altura da banda do marcador de 25 kDa; Flippase-PBP (100 kDa), na altura da banda do marcador de 75 
kDa. 
 
Na figura 16, é possível notar que nas frações correspondentes à Flippase-PBP são, 
também, encontradas as proteínas 6xHisMBP e TEV. Desta maneira, nas condições 
experimentais utilizadas na purificação, não conseguimos obter a proteína purificada e, 
estranhamente, obtivemo-la junto com uma contaminação da TEV e junto de uma contaminação 
da 6xHisMBP. Esta constatação leva a crer que essas proteínas possam estar, de alguma 
maneira, agregando-se. Para investigar melhor esta hipótese, outros parâmetros experimentais 
foram testados. A utilização de uma coluna de purificação, cuja resina possuía grupamentos 
trocadores aniônicos fracos, não alterou os resultados em relação àqueles obtidos com uma 
coluna contendo grupamentos trocadores aniônicos fortes (como os mostrados na figura 16). 
Ao utilizar uma resina com trocadores aniônicos fracos, esperávamos que a diferença de carga 
elétrica aparente entre as proteínas Flippase-PBP e 6xHisMBP se fizesse mais latente e isto 
promovesse uma individualização dos picos no cromatograma. O mesmo tipo de raciocínio 
pôde ser aplicado no que diz respeito à variação do agente tamponante, desde que um menor 
valor de pH do tampão acentua a diferença de carga elétrica aparente entre as proteínas 
Flippase-PBP e 6xHisMBP. Neste contexto, foram testados os agentes tamponantes HEPES pH 
7,5 e MES pH 6,5, entretanto, não houve alteração no padrão de eluição em relação ao padrão 
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apresentado na figura 16, ou seja, a Flippase-PBP continuava sendo eluída junto à proteína 
6xHisMBP e junto à TEV. A partir destes resultados, duas hipóteses foram formuladas: (1) a 
troca iônica não é a metodologia de escolha para proporcionar a separação destas proteínas; (2) 
as proteínas não podem ser separadas, pois se encontram agregadas após a clivagem. Em termos 
da hipótese (1), algumas considerações teóricas podem ser ressaltadas, sendo a mais importante 
delas a relação entre a força iônica da solução e a formação das micelas dos detergentes. Desde 
que a formação de micelas é diretamente relacionada à variável física tensão superficial, fica 
claro que a força iônica é um parâmetro preponderante neste contexto. Desta maneira, a diluição 
da concentração de sal, de 200 mM para 20 mM, pode afetar, significativamente, as interações 
entre a Flippase-PBP e o detergente. Esta hipótese é corroborada pelo fato que a CMC de um 
detergente sofre variações de acordo com a concentração salina da solução. Além, a 
precipitação visível da proteína, durante o processo de diálise para alteração da concentração 
de NaCl, pode ser um indicativo que, no caso do detergente LAPAO, 20 mM de NaCl seja uma 
concentração muito baixa para permitir uma efetiva micelização. A cargo de exemplo, em 20 
mM de NaCl, o detergente FC-12 apresenta sua capacidade de micelização alterada, conforme 
verificado, empiricamente, neste estudo. Desta maneira, uma análise do comportamento da 
Flippase-PBP, solubilizada no detergente FC-12, na cromatografia de troca iônica, não foi 
possível de ser alcançada. Para testar a hipótese (2), foi realizada uma cromatografia de 
exclusão molecular, em uma coluna de purificação de volume total de 120 mL, com a intenção 
de avaliar o grau de agregação entre a Flippase-PBP, a proteína 6xHisMBP e a protease TEV. 
Simultaneamente, avaliamos, também, o poder de purificação dessa técnica quando aplicada ao 
nosso sistema de trabalho. Neste sentido, a amostra proteica clivada, conforme protocolo 
descrito acima, ao invés de ser dialisada e passada por uma coluna de troca iônica, foi injetada 
em uma coluna de gel filtração equilibrada em tampão contendo: 50 mM Tris pH 8,0, 200 mM 
NaCl, 10 % Glicerol, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,2 % LAPAO. A figura 17 é uma ilustração 
do cromatograma relativo à cromatografia de exclusão molecular.  
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Figura 17- Cromatograma relativo à purificação, do tipo gel filtração, da Flippase-PBP, no detergente LAPAO. 
Os números 20-43 e 40-43 indicam as frações coletadas durante a cromatografia. MBP representa a Maltose 
Binding Protein. 
 
Como pode ser verificado na figura 17, durante a gel filtração, na coluna de 120 mL, o 
pico principal da Flippase-PBP é eluído no volume morto da coluna (em torno de 40 mL), 
seguido por um pico relativo à MBP, em seu volume de eluição esperado, sendo que, entre estes 
dois picos, existe uma sequência de picos com baixa intensidade de absorbância. Desta maneira, 
concluímos que a Flippase-PBP, no detergente LAPAO, não se encontra na sua forma estrutural 
nativa e se comporta como um agregado solúvel. Desde que o detergente LAPAO e o detergente 
FC-12 foram considerados os melhores detergentes extratores, conforme mostra a figura 12, foi 
realizada uma outra purificação, entretanto, com a proteína solubilizada no detergente FC-12 
ao invés de solubilizada no detergente LAPAO. Para a realização desse experimento, a 
Flippase-PBP foi extraída da membrana celular usando o detergente FC-12, na concentração de 
1 %. Em adição, a cromatografia de afinidade, com a resina de dextrina, foi, também, realizada 
neste detergente, de uma maneira análoga à descrita para o detergente LAPAO. Desde que, 
conforme já mencionado, os detergentes LAPAO e FC-12 possuem, aproximadamente, o 
mesmo valor de CMC, suas concentrações são equivalentes e podem ser comparadas de uma 
maneira direta. Neste contexto, o tampão de purificação, contendo o detergente FC-12, consiste 
de: 50 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 % Glicerol, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,2 % FC-
12. A figura 18 ilustra um cromatograma obtido sob estas condições experimentais e a figura 
19 o seu respectivo gel SDS-PAGE.  
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  Figura 18- Cromatograma relativo à purificação em gel filtração da Flippase-PBP no detergente FC-12. Os 
números 24 e 24-37 indicam as frações relevantes do cromatograma. MBP representa a Maltose Binding Protein. 
A Flippase-PBP é eluída, majoritariamente, sem a presença da MBP e da TEV, na fração de número 24. 
 
                            
Figura 19- Gel SDS-PAGE relativo ao cromatograma apresentado na figura 26. Os números abaixo do gel se 
encontram em correspondência com os números indicados no cromatograma mencionado. À esquerda, 
6xHisMBP-Flippase-PBP (143 kDa) representa a proteína não clivada; Flippase-PBP (100 kDa) representa a 
proteína clivada; MBP (43 kDa) representa a Maltose Binding Protein; TEV (28 kDa) representa a protease TEV.   
 
Como pode ser verificado na figura 19, na fração do gel de número 24, temos a Flippase-
PBP sem a presença da MBP e da TEV, entretanto, contendo uma degradação de massa 
molecular próxima à massa molecular original. Na figura 18, notamos que a amostra de número 
24 se encontra em um pico não resolvido do cromatograma, fora do volume morto da coluna. 
Essa amostra foi analisada em uma coluna de gel filtração analítica, do tipo Superose 6, com 
volume total de 25 mL, gerando o cromatograma mostrado na figura 20.   
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  Figura 20- Cromatograma relativo à gel filtração analítica, realizada em uma coluna do tipo Superose 6, da 
amostra 24 ilustrada no gel da figura 27. O valor de maior absorbância corresponde, aproximadamente, ao volume 
de 12 mL. 
 
O conjunto de resultados, explicitado nas figuras 18, 19 e 20, mostram que a Flippase-
PBP se comporta melhor no detergente FC-12 do que no detergente LAPAO. De modo que 
pelo menos uma parte da amostra se encontra solubilizada, apesar desta ainda estar distante das 
condições ideais. Na figura 18, existe um pico majoritário pertencente à proteína MBP e, como 
já citado, a Flippase-PBP é eluída em uma parte contendo picos não resolvidos no 
cromatograma. Além disto, uma análise do gel SDS-PAGE, na figura 19, mostra que a coluna 
de gel filtração, com volume total de 120 mL, não foi suficiente para purificar as amostras 
referentes às proteínas de interesse, cujas massas moleculares são, a saber, Flippase-PBP (100 
kDa), 6xhisMBP (~ 43 kDa) e TEV (~ 28 kDa).  
Com base no exposto, em termos da cromatografia de exclusão de tamanho e da 
cromatografia de troca iônica, não conseguimos obter a Flippase-PBP em condições 
apropriadas à continuidade dos estudos utilizando os detergentes extratores LAPAO e/ou FC-
12. Sendo assim, afim de contornar esta situação, à primeira vista, a melhor solução poderia 
parecer não utilizar mais os detergentes LAPAO e FC-12. Entretanto, uma análise da figura 12 
e das propriedades físico-químicas dos outros detergentes candidatos permite concluir que 
haveria considerável perda de rendimento na etapa da extração caso o detergente fosse trocado 
da classe dos zwitteriônicos para uma classe de detergentes de comportamento físico-químico 
mais brando, como, por exemplo, os conjugados a carboidratos. Alternativamente, poderíamos 
manter ou o LAPAO, ou o FC-12 na extração e, então, trocar o detergente, de modo que o 
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restante das outras etapas cromatográficas fosse realizada na presença deste outro detergente. 
Esta troca pode ser realizada durante a cromatografia de afinidade, na coluna de dextrina, de 
maneira tal que a coluna é lavada, extensivamente, com tampão contendo o detergente de 
interesse. Esta abordagem, é claro, considera que o efeito deletério do LAPAO e/ou FC-12 na 
proteína é reversível, quando o detergente é removido e substituído por outro. Com base em 
uma comparação dos resultados obtidos nas figuras 17 e 18, escolhemos o FC-12, na 
concentração de 1 %, como o detergente extrator para as etapas descritas a partir deste ponto. 
Estas etapas incluem uma nova varredura de detergentes, desta vez não visando a extração da 
proteína da membrana celular e sim visando solubilizá-la em um momento posterior à 
cromatografia de afinidade. É importante frisar que foram, também, realizadas tentativas de 
purificação, nos detergentes LAPAO e FC-12, usando da metodologia de cromatografia de 
afinidade reversa. Neste tipo de técnica, a amostra clivada é passada por uma coluna de 
afinidade e coletada no flow through, ao passo que os contaminantes permanecem ligados à 
coluna de purificação. Contudo, resultados análogos aos supradescritos foram obtidos, ao 
usarmos as resinas de dextrina e de níquel e, por brevidade, não mostraremos as imagens 
relativas a estes ensaios.  
Conforme discussão citada, foi realizada uma nova varredura de detergentes, desta vez 
não visando a extração da proteína da membrana bacteriana (como mostrado na figura 12), mas, 
sim, visando obter um melhor candidato para a solubilização da Flippase-PBP. Neste ensaio, a 
Flippase-PBP foi extraída da membrana bacteriana com 1 % do detergente FC-12; logo após, 
na etapa de cromatografia de afinidade, com a resina de dextrina, esta foi lavada com 20 CV de 
tampão contendo os detergentes a serem testados e, então, a proteína foi eluída em cada um dos 
diferentes detergentes. Os detergentes testados foram o DM, o DDM e o LMNG, sendo que o 
LAPAO e o FC-12 foram mantidos como controles de referência. A concentração de cada 
detergente foi mantida em 2 CMC. Após a eluição, as amostras resultantes foram centrifugadas 
a 120.000 x g, por 1 h, afim de separar as frações proteicas solubilizadas daquelas não 
solubilizadas. Subsequentemente, as frações solubilizadas foram clivadas com a protease TEV, 
de acordo com as condições de clivagem previamente mencionadas na discussão relativa à 
figura 15. Após a clivagem, as amostras foram centrifugadas a 120.000 x g, por 1 h, de modo a 
separar as frações solúveis das insolúveis. A figura 21 é uma ilustração do gel SDS-PAGE 
relativo a este ensaio, onde as amostras aplicadas se relacionam com às frações solúveis 
supramencionadas.  
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Figura 21- Gel SDS-PAGE relativo ao teste de clivagem na presença dos detergentes LAPAO, FC-12, LMNG, 
DDM e DM. Na figura, temos as indicações das bandas pertencentes à 6xHisMPB-Flippase-PBP (143 kDa), à 
Flippase-PBP (100 kDa), à 6xHisMPB (43 kDa) e à TEV (28 kDa). O símbolo LV se refere às lavagens realizadas 
afim de trocar os detergentes do FC-12 para os outros a serem testados; o símbolo E se refere à eluição realizada 
com cada um dos detergentes (input das clivagens, após centrifugação); a palavra output se refere ao output do 
processo de clivagem. 
 
Na figura 21, no gel SDS-PAGE, temos três bandas atribuídas para cada detergente. A 
banda designada como LV (lavagem) se refere à lavagem realizada afim de trocar o detergente 
do FC-12 para o detergente a ser avaliado. Esta etapa implica em perda proteica em todos os 
detergentes candidatos, sendo um fator complicador para o rendimento caso adotada no 
protocolo. A banda designada como E (eluição) representa a eluição da resina onde o detergente 
foi trocado, após a centrifugação a 120.000 x g para a separação das frações solubilizadas das 
frações não solubilizadas. A banda designada como output é o output referente à clivagem da 
proteína, após a centrifugação a 120.000 x g para a separação das frações solubilizadas das 
frações não solubilizadas. Uma avaliação comparativa, entre os outputs obtidos, mostra que 
houve um favorecimento da solubilidade da Flippase-PBP quando na presença de detergentes 
contendo carboidratos em suas estruturas, nomeadamente o DM, o DDM e o LMNG. 
Interessantemente, esse favorecimento se mostrou, aproximadamente, o mesmo daqueles 
obtidos com os detergentes LAPAO e FC-12, os quais foram utilizados como referência. Em 
conclusão, os detergentes DM, DDM e LMNG podem ser utilizados como alternativas ao FC-
12 e ao LAPAO no sentido de purificar a proteína Flippase-PBP após a etapa de clivagem.  
 
55 
 
 
 
 
3.1.4) - CONCLUSÕES  
 
Neste ponto do desenvolvimento do trabalho empírico, em resumo, retornamos às etapas 
experimentais nas quais é necessário separar a proteína clivada da sua etiqueta de purificação e 
da protease. Estas etapas foram ilustradas para os detergentes LAPAO e FC-12, valendo-se das 
metodologias de cromatografia de troca iônica, de cromatografia de exclusão por tamanho e de 
cromatografia de afinidade reversa. Como foi verificado, a separação desejada das proteínas 
não foi alcançada nos detergentes LAPAO e FC-12, os quais, entretanto, foram os melhores 
detergentes para extrair a proteína da membrana celular. Optou-se, então, em manter esses 
detergentes extratores e trocá-los, em um momento posterior, para detergentes com 
comportamento físico-químico mais brando. Finalmente, a clivagem da proteína foi realizada, 
com sucesso, em diversos detergentes. Naturalmente, uma vez que a proteína foi clivada, 
procedemos às cromatografias de troca iônica, de exclusão molecular e de afinidade reversa, na 
presença dos detergentes DM, DDM e LMNG. A resultante destes experimentos gerou um 
grande número de cromatogramas e géis SDS-PAGE, todos eles com interpretação similares 
àquelas desenvolvidas para o LAPAO e para o FC-12, de modo que essas figuras não serão 
ilustradas nesta tese. Como uma conclusão geral, nenhum dos parâmetros avaliados propiciou 
uma condição favorável para a separação da proteína clivada (Flippase-PBP) de sua etiqueta de 
purificação (6xHisMBP) e da protease (TEV). Concluímos, assim, que existe um estado de 
agregação entre estas entidades, estado este que pode ter sido gerado pelo uso de detergentes 
com comportamento físico-químico mais agressivo, como é o caso dos detergentes extratores 
LAPAO e FC-12; pode ser intrínseco às propriedades estruturais da proteína; pode ser um 
resultado da superexpressão de uma proteína integral de membrana em um sistema de expressão 
bacteriano, o que pode culminar, em certos casos, em um mau enovelamento das proteínas 
recombinantes.  
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3 - EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
3.2) - SISTEMA CELL-FREE DE EXPRESSÃO 
 
3.2.1) – Expressão e purificação de proteínas – Flippase-PBP e RodA 
 
De acordo com a discussão anteriormente mencionada, no que tange a sistemas 
bacterianos de expressão, concluímos que não foi possível separar a Flippase-PBP clivada da 
sua etiqueta de purificação e da protease TEV, mesmo após extensivas tentativas em diversas 
esferas cromatográficas. Além disto, no caso da outra proteína alvo objetivada nesta tese, isto 
é, a proteína RodA, não houve expressão em nenhuma das cepas de E. coli avaliadas, conforme 
indicado na seção 3.1.2. Em conjunto, estes resultados experimentais mostraram que os nossos 
objetivos propostos não poderiam ser alcançados via um sistema bacteriano de expressão. Com 
a finalidade de contornar estes fatores, optamos pelo sistema de expressão do tipo cell-free que, 
como o nome sugere, ocorre na ausência de qualquer tipo de célula. Em sistemas baseados na 
expressão em E. coli, é claro, a proteína de membrana recombinante deve ser inserida na 
membrana citoplasmática e, além, isto ocorre sob uma condição de superexpressão mantida por 
um indutor de expressão, neste caso o IPTG. Desde que a superfície de membrana bacteriana 
possui um volume determinado, existe um número máximo de proteínas recombinantes que 
podem ser inseridas na membrana. Uma vez que esse número é alcançado e devido ao fato do 
indutor de expressão ainda estar atuante na célula, as novas proteínas sintetizadas se acumulam 
no citoplasma formando corpos de inclusão, o que implica, em uma instância final, na morte 
celular. Quando esta situação ocorre, o gene correspondente, em questão, é dito ser um gene 
tóxico, sendo que a recorrência de genes tóxicos, no contexto da expressão heteróloga de 
proteínas de membrana, é considerável, fazendo com que o baixo nível de expressão seja um 
impedimento real para o avanço neste campo de pesquisa. Neste contexto, o sistema de 
expressão de proteínas cell-free é uma excelente escolha para a produção de proteínas de 
membrana, uma vez que contorna as questões supramencionadas inerentes à expressão em E. 
coli. Se no caso de sistemas de expressão bacterianos o fato de um gene não ser expresso pode 
ser interligado, na maioria das vezes, a fatores biológicos de stress das cepas de expressão, no 
cell-free a expressabilidade da proteína é fortemente dependente de fatores termodinâmicos e 
cinéticos. Isto acontece porque nesta metodologia não existe, a priori, nenhum fator auxiliador 
de enovelamento proteico, apesar de que chaperonas (obtidas, comercialmente, em kits) podem 
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ser avaliadas como aditivo experimental. Portanto, a estruturação da proteína ocorre no 
ambiente químico da reação de expressão e a estrutura nativa deve ser atingida sob estas 
condições. No caso de proteínas de membrana, a presença de um detergente é mandatória no 
meio reacional, de modo que as proteínas são sintetizadas e subsequentemente micelizadas. É 
importante frisar que este processo difere, globalmente, da síntese baseada em cepas de E. coli. 
Na expressão em bactérias, a proteína é enovelada no meio lipídico da membrana celular e, 
então, precisa ser transferida para uma micela de um detergente extrator. Na expressão no cell-
free, a proteína se enovela diretamente nas micelas do detergente solubilizador, evitando, assim, 
os efeitos deletérios proporcionados pela mudança de ambiente químico. Desta maneira, 
termodinamicamente, existe uma dependência baseada na energia livre de enovelamento, ou 
seja, uma dependência baseada em quão hábil o detergente é para promover este processo. 
Cineticamente, existe uma correlação entre a cinética de síntese e de enovelamento, de modo a 
permitir uma coordenação entre estes dois processos requeridos. Em nossos experimentos, 
proteínas com alta massa molecular se mostraram mais propícias à precipitação do que aquelas 
com baixa massa molecular mesmo quando testadas sob um amplo espectro de detergentes, de 
modo que isto pode ser um indicativo indireto de que o tamanho da proteína pode interferir de 
uma maneira cinética no processo de expressão.  
A técnica de cell-free pode ser imaginada como uma síntese de proteínas in vitro. Neste 
sentido, com a finalidade de realizar este intricado processo sem a presença de nenhuma célula, 
é necessário formar uma solução de trabalho contendo todos os componentes requeridos para 
os processos biológicos de transcrição e de tradução, incluindo um plasmídeo contendo o gene 
de interesse. A tabela 3 resume os principais componentes requeridos para uma reação de 
expressão, dividindo-os em classes, de acordo com sua função no sistema experimental. Mais 
informações teóricas sobre a expressão de proteínas de membranas, no sistema cell-free, podem 
ser encontradas nas referências bibliográficas aqui descritas (SCHNEIDER et al., 2010; 
SCHWARZ et al., 2008; SCHWARZ et al., 2007; KLAMMT et al., 2006).  
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      Tabela 3- Classes e componentes que formam a reação de expressão de proteínas no sistema cell-free. 
Classes Componentes 
Maquinária proteica Extrato bacteriano S30 
Substratos precursors Nucleotídeos e aminoácidos 
Transcrição Plasmídeo com gene de interesse, RNA 
polimerase 
Tradução tRNA, ácido folínico 
Energia Creatina fosfato, ATP, creatina quinase, 
AMP cíclico.  
Poliaminas Spermidina 
Outros Agentes tamponantes, sais 
 
 
Conforme já mencionado, uma reação típica de cell-free consiste em uma simulação, in 
vitro, dos processos de transcrição e tradução que ocorrem nas células. Desta maneira, um 
reagente essencial é o extrato bacteriano, do tipo S30, proveniente de E. coli, o qual contém os 
ribossomos e a maquinaria proteica acessória requerida para a síntese de proteínas em bactérias 
e que desempenhará esta função na reação de expressão do cell-free. Além disto, ainda no 
contexto da tradução de proteínas, é necessária a presença dos tRNAs e do ácido folínico, este 
último requerido para a formação da N-formil-metionina, o qual é o aminoácido iniciador da 
síntese proteica em procariotos. Adicionalmente, são necessários, de acordo com a tabela 3, a 
adição da RNA polimerase para conduzir a transcrição e de moléculas precursoras 
(monômeros), tais quais nucleotídeos e aminoácidos. A energia do sistema de expressão é 
armazenada nas moléculas de creatina fosfato, de uma maneira análoga ao que ocorre nos 
músculos humanos, onde ela é degradada a creatina e a fosfato inorgânico (Pi), por meio de 
uma reação catalisada pela enzima creatina quinase, de modo a fornecer energia para síntese do 
ATP a partir de ADP e Pi. Para este objetivo, são adicionados à reação, também, AMP cíclico 
e extra quantidade de ATP livre. O valor do pH da reação é de 7,5, mantido pelo agente 
tamponante HEPES, e o ambiente reduzido é garantido pelo agente redutor DTT. O sal acetato 
de magnésio é o fornecedor de íons magnésio para o sistema, desde que o íon magnésio é um 
cofator essencial para a RNA polimerase. Poliaminas, por sua vez, funcionam como 
estabilizadores do ribossomo. Uma típica reação de cell-free ainda requer outros compostos 
coadjuvantes, como os sais acetato de amônio, glutamato de potássio, etc., sendo que a literatura 
corrente descreve diversas variações de tampões para as reações de expressão de proteínas neste 
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sistema (KIM et al., 2006; KIM et al.,  2009; SITARAMAN et al., 2004). A tabela 4 traz os 
componentes, de uma maneira mais detalhada para uma reação de expressão de proteínas, no 
sistema cell-free, adotada nesta tese.  
 
Tabela 4- Componentes constitutivos das reações de expressão de proteínas adotados nesta tese. 
 
 
Afim de efetuar a expressão das proteínas, foi necessário realizar a clonagem dos genes 
de interesse em plasmídeos do tipo pIVEX (abreviação para In Vitro Expression). Este 
plasmídeo contém todos os elementos genéticos (promotores, enhancers, sítio de ligação para 
o ribossomo, etc.) requeridos para uma transcrição mediada pela RNA polimerase T7. Além 
disto, ele também contém uma etiqueta de purificação, do tipo his tag, a qual pode estar 
posicionada tanto na porção N-terminal quanto na porção C-terminal da proteína. Esta etiqueta 
de purificação é acompanhada de um sítio de clivagem para a protease fator Xa. Devida à sua 
alta concentração final na reação de expressão do cell-free (16 μg/mL), o plasmídeo de interesse 
é obtido através de reações de purificação plasmidial utilizando kits do tipo maxiprep. 
Adicionalmente, o detergente de interesse deve ser posto na reação, em uma concentração 
determinada, empiricamente, em testes de varredura, conforme será discutido a seguir no texto. 
Metodologicamente, nosso protocolo de reação de cell-free é realizado através da formação de 
diversas soluções preliminares contendo os compostos de interesse, sendo que este processo 
culmina com uma solução final (reaction mix 2) que é dialisada contra uma solução 
alimentadora (feeding mix 2). O volume final típico da reação de diálise é de 3 mL, sendo que 
várias diálises podem ser efetuadas simultaneamente. A primeira solução a ser preparada 
consiste numa mistura dos 20 aminoácidos formando o que é chamado de amino acid mix, nesta 
mistura a ordem de adição dos aminoácidos é baseada na solubilidade, isto é, primeiramente 
Aminoácidos  CTP, GTP, UTP  
ATP  HEPES pH 7,5  
Ácido folínico  AMP cíclico  
DTT  Spermidine  
Acetato de amônio  Creatina fosfato  
Glutamato de potássio  Acetato de magnésio  
tRNAs  Creatina quinase  
RNA polimerase T7  Extrato S30  
Plasmídeo de interesse  Detergente  
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adicionamos os aminoácidos solúveis em água, seguidos dos solúveis em ácido (HCl) e, por 
último, os solúveis em base (KOH). A concentração final de cada uma dessas três categorias de 
aminoácidos é de 15 mM. A segunda solução a ser preparada, nomeada de 10x reaction mix, 
contém diversos componentes tais quais: os nucleotídeos CTP, GTP e UTP (0,8 mM), HEPES 
pH 7,5 (55 mM), ATP (1,2 mM), ácido folínico (68 μM), AMP cíclico (0,64 mM), DTT (3,4 
mM), Spermidine (2 mM) e acetato de amônio (27,5 mM). Posteriormente, as soluções amino 
acid mix e 10x reaction mix são utilizadas para formar a solução master mix, a qual é subdivida 
em duas soluções resultantes: a reaction mix 1, que dará origem à solução contendo o plasmídeo 
de interesse, ou seja, a solução propriamente dialisada e a feeding mix 1, que dará origem à 
solução alimentadora da dialise durante o período no qual a expressão das proteínas acontece. 
A figura 22 é uma ilustração esquemática da sequência de reações adotadas para a expressão 
no nosso sistema cell-free baseado no método de diálise. 
 
 
Figura 22 – Ilustração esquemática das soluções que formam a reação de expressão de proteínas no sistema cell-
free utilizado neste trabalho. Amino acid mix representa a solução contendo os 20 aminoácidos requeridos para a 
síntese de proteínas; 10x reaction mix representa a solução contendo diversos componentes da reação, conforme 
explicitado no texto; Master mix representa uma solução que é subdivida em duas outras soluções a reaction mix 
1 e a feeding mix 1; Reaction mix 1 gerará a solução reaction mix 2, que representa a solução propriamente dialisada 
contendo o plasmídeo de interesse; Feeding mix 1 gerará a solução feeding mix 2, a qual representa a solução 
alimentadora da diálise durante a expressão das proteínas. 
 
Conforme anteriormente mencionado e com base na figura 30, a solução master mix é 
formada a partir das soluções amino acid mix e 10x reaction mix. Além disso, a solução master 
mix, na verdade, constitui-se em duas diferentes soluções: a reaction mix 1 e a feeding mix 1. 
Posteriormente, as soluções reaction mix 1 e feeding mix 1 darão origem as soluções finais 
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reaction mix 2 e feeding mix 2. Analisaremos, em primeiro lugar, o conteúdo completo das 
soluções reaction mix 1 e feeding mix 1, de acordo com a tabela 5.  
 
Tabela 5- Indicação dos componentes formadores das soluções reaction mix 1 e feeding mix 1, com suas 
respectivas concentrações. Ressalte-se o espaço em branco, na coluna referente ao feeeding mix 1, evidenciando 
a ausência dos componentes tRNAs, creatina quinase e RNA polimerase T7 nesta solução. 
Reaction mix 1 Feeding mix 1 
10x reaction mix (8,75 % do volume da 
solução original) 
10x reaction mix (91,25 % do volume da 
solução original) 
Amino acid mix (8,48 % do volume da 
solução original) 
Amino acid mix (91,52 % do volume da 
solução original) 
Creatina fosfato (80 mM) Creatina fosfato (80 mM) 
Glutamato de potássio (208 mM) Glutamato de potássio (208 mM) 
Acetato de magnésio (12-16 mM) Acetato de magnésio (12-16 mM) 
tRNAs (0,175 mg/mL)  
Creatina quinase (250 μg/mL)  
RNA polimerase T7 (1/100 e)  
 
 
De acordo com a tabela 5, além de conter parcelas provenientes das soluções 10x 
reaction mix e amino acid mix, as soluções reaction mix 1 e feeding mix 1 contêm outros 
componentes da reação de expressão do cell-free. Importantemente, a solução reaction mix 1 
contém a RNA polimerase T7, os tRNAs e a parcela energética da reação constituída do par 
creatina fosfato/creatina quinase; por sua vez, a solução feeding mix 1 não contém esses 
componentes. Neste ponto, é importante ressaltar que a solução reaction mix 1 dará origem a 
solução reaction mix 2, a qual contém o plasmídeo de interesse e onde a síntese de proteínas 
ocorre propriamente. Fica claro, pela tabela 5, que componentes, tais quais as enzimas 
participantes da reação de expressão, não estão contidos na solução que alimenta a diálise, uma 
vez que a solução feeding mix 1 dará origem solução alimentadora feeding mix 2, conforme 
indica a figura 30. A tabela 6 indica os componentes, e as suas respectivas concentrações, que 
constituem as soluções finais da expressão do cell-free, nomeadamente a reaction mix 2 e a 
feeding mix 2. 
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Tabela 6- Indicação dos componentes formadores das soluções reaction mix 2 e feeding mix 2, com suas 
respectivas concentrações. 
 
 As soluções reaction mix 2 (volume final = 3 mL) e feeding mix 2 (volume final = 30 
mL) são as soluções finais da expressão no sistema cell-free. A solução reaction mix 2 é posta 
em um compartimento de diálise e é dialisada contra a solução feeding mix 2, sob agitação, 
overnight. Desta maneira, os componentes essenciais para os processos de transcrição e 
tradução tais quais a RNA polimerase T7, o plasmídeo de interesse, o extrato S30, etc., estão 
contidos no compartimento de diálise. À medida que a reação de expressão de proteínas 
acontece e os reagentes chave têm sua concentração depletada (por exemplo, os aminoácidos e 
a creatina fosfato), a solução feeding mix 2 repõe esses constituintes, sendo, por isso, chamada 
de solução alimentadora. As micelas do detergente, neste contexto, podem ser consideradas não 
intercambiáveis pela diálise (na maioria das vezes), devido à sua massa molecular, entretanto, 
uma vez que os monômeros de detergentes são intercambiáveis, é necessário que haja a 
presença do detergente na solução alimentadora da diálise. Com as tabelas 3-6 e com a figura 
30, procuramos mostrar o funcionamento básico do nosso sistema de expressão cell-free. Na 
discussão que segue, apresentaremos os resultados obtidos no contexto das flippases.  
 Começaremos a discussão relativa à expressão das flippases com a tabela 7, a qual lista 
os clones utilizados no sistema de expressão cell-free e, além, lista, também, com fins 
comparativos, os clones utilizados no sistema de expressão em E. coli. Desta maneira, a tabela 
7 traz uma relação de todos os clones testados nesta tese. Como já mencionado, os clones do 
cell-free requer o vetor pIVEX.  
 
 
 
 
 
 
 
Reaction mix 2 Feeding mix 2 
Reaction mix 1 (35 % v/v) Feeding mix 1 (31 % v/v) 
Extrato S30 (40 % v/v) Detergente 
Plasmídeo de interesse (16 μg/mL)  
Detergente  
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Tabela 7- Resumo das estratégias de clonagem adotadas nesta tese. Flippase indica o tipo de proteína utilizada 
(RodA ou a quimera Flippase-PBP); espécie bacteriana indica o tipo de organismo ao qual pertence a proteína a 
ser expressa; etiqueta de purificação indica o tag de afinidade conjugado à proteína, quando a posição do tag (N-
terminal ou C-terminal), na construção proteica, não é indicada, fica implícito que a posição é a posição N-
terminal; 6xHis significa uma sequência de seis histidinas; MBP significa Maltose Binding Protein; strep tag 
significa uma etiqueta de purificação do tipo strepatividin. Os clones, do sistema cell-free, já se encontravam 
disponíveis no laboratório (RodAs de E. coli) ou foram clonados pelo Dr. Daniel Maragno Trindade (Flippase-
PBPs) e Dra. Viviana Job (RodA de B. subtilis). 
FLIPPASE ESPÉCIE 
BACTERIANA 
SISTEMA DE 
EXPRESSÃO 
ETIQUETA DE 
PURIFICAÇÃO 
Flippase-PBP Clostridium difficile E. coli 6xHis-MBP 
Flippase-PBP Clostridium difficile E. coli 6xHis-Mistic 
Flippase-PBP Clostridium difficile Cell-free 6xHis, N-terminal + 
strep tag, C-
terminal 
Flippase-PBP Gordonibacter pamelaeae E. coli 6xHis-MBP 
Flippase-PBP Gordonibacter pamelaeae Cell-free 6xHis, N-terminal + 
strep tag, C-
terminal 
RodA Escherichia coli Cell-free 6xHis, N-terminal 
RodA Escherichia coli Cell-free 6xHis, C-terminal 
RodA Bacillus subtilis Cell-free 6xHis 
RodA Bacillus subtilis E. coli 6xHis-Mistic 
RodA Pseudomonas aeruginosa E. coli 6xHis-Mistic 
RodA Thermotoga maritima E. coli 6xHis-Mistic 
 
 
Como uma complementação ilustrativa à tabela 7, a figura 23 mostra um esquema com 
as construções proteicas usadas, nas expressões de proteína no sistema cell-free, indicando o 
posicionamento dos elementos constitutivos a serem purificados.   
 
 
 
 
64 
 
 
 
 
Figura 23 – Construções proteicas utilizadas nos experimentos com o sistema de expressão cell-free. Em A, temos 
a flippase quimérica, Flippase-PBP, contendo uma sequência de seis histidinas (his tag) como etiqueta de 
purificação, na posição N-terminal e um strep tag, na posição C-terminal, o qual é um tag não clivável. Em B, 
temos a proteína RodA contendo uma sequência de seis histidinas (his tag) como etiqueta de purificação, na 
posição N-terminal. Em C), temos a proteína RodA contendo uma sequência de seis histidinas (his tag) como 
etiqueta de purificação, na posição C-terminal. 
 
Em conformidade com a tabela 7 e com a discussão exposta no capítulo 3, fica 
evidenciado que nossa estratégia de trabalho foi, primeiramente, pensada para um sistema 
bacteriano de expressão de proteínas, onde nos valemos das etiquetas de purificação MBP e 
6xHis, além da etiqueta de endereçamento para a membrana, a proteína Mistic. Em um segundo 
momento, adotamos, então, o sistema de expressão cell-free. Neste sistema, de acordo com a 
figura 23, escolhemos as etiquetas de purificação 6xHis, para a proteína RodA, e 6xHis e strep 
tag para a proteína Flippase-PBP. A escolha desses tags reside no fato da eficiência de 
expressão e de enovelamento, no cell-free, ser dependente da massa molecular, de uma certa 
maneira, conforme mencionado, no início deste capítulo, no contexto cinético. Com a finalidade 
de iniciar a expressão de proteínas, para cada clone candidato, é necessário realizar uma 
varredura de dois fatores experimentais: a concentração ótima de magnésio e o detergente mais 
apropriado para a solubilização (assim como sua respectiva concentração efetiva). Neste 
contexto, o íon magnésio, cofator essencial da RNA polimerase, é fornecido pelo sal acetato de 
magnésio, o qual tem sua concentração ajustada de acordo com os parâmetros obtidos na 
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varredura supracitada. Uma vez que a concentração ótima do íon magnésio é estabelecida, 
posteriormente, a varredura de detergentes é realizada nesta concentração específica. Desde que 
foram utilizados um total de cinco clones nos experimentos de expressão de proteínas no cell-
free, optamos por não mostrar os ensaios relativos a todos os clones, de modo a evitar uma 
discussão prolixa. Assim, ilustraremos as etapas relevantes do protocolo de expressão e de 
purificação com os resultados obtidos com diferentes clones, de modo a criar um modelo 
imaginativo do processo como um todo. Os resultados apresentados para um dos clones, em 
específico, podem ser extrapolados para os outros clones, por analogia, exceto quando 
mencionado o contrário no texto.  Esta última afirmativa se mostrou verdadeira, uma vez que 
as Flippases-PBP, pertencentes aos organismos G. pamelaeae e C. difficile, demonstraram um 
comportamento físico-químico equivalente, assim como as proteínas RodA, pertencentes aos 
organismos E. coli e B. subtilis, também demonstraram um comportamento físico-químico 
equivalente quando comparadas entre si. Entretanto, o comportamento das Flippases-PBP e da 
RodA é consideravelmente diferente e não pode ser comparado sob mesmas condições 
experimentais.  
A etapa inicial, necessária para dar início à expressão de proteínas, é uma varredura de 
concentrações do íon magnésio. Baseado em condições previamente estabelecidas no nosso 
laboratório, três concentrações do íon magnésio (fornecidas pelo sal acetato de magnésio) foram 
testadas, a saber, 12, 14 e 16 mM. Esses ensaios foram realizados na temperatura de 30 οC, pelo 
método de diálise. Essa temperatura pode ser considerada uma excelente temperatura para a 
expressão das proteínas (devido à atividade enzimática dos reagentes do cell-free), mas não 
necessariamente é a temperatura ótima para obtê-las solubilizadas e com sua estrutura nativa 
preservada. A figura 24 é uma ilustração desses experimentos utilizando a Flippase-PBP, do 
organismo G. pamelaeae, de exemplo. Como era de se esperar, a proteína foi encontrada no 
pellet, não unicamente por causa da consideração supramencionada relativa à temperatura na 
qual a expressão foi realizada, mas, também, pelo fato que não há detergente nessa etapa. Em 
adição, podemos evidenciar, novamente, que a Flippase-PBP possui uma migração anômala na 
eletroforese, conforme discutido na seção 3.1.1.  
 
 
66 
 
 
 
 
Figura 24 – Western blot, anti his tag, mostrando o resultado da varredura de concentrações do íon magnésio. 
Pellet indica a fração insolúvel e SN indica a fração solúvel ou sobrenadante. Os números 1, 2 e 3 se referem às 
três concentrações de magnésio exploradas na varredura, respectivamente 12, 14 e 16 mM. Este ensaio corresponde 
à proteína Flippase-PBP (102 kDa) de G. pamelaeae. 
 
Uma vez que a concentração ótima do íon magnésio foi determinada como sendo 14 
mM, no caso da Flippase-PBP, do organismo G. pamelaeae, a próxima etapa, no protocolo de 
expressão, no sistema cell-free, é estabelecer um detergente adequado para solubilizar a 
proteína. Os testes de solubilidade, para cada clone, foram realizados em suas respectivas 
concentrações ótimas de magnésio. Com relação à solubilização de proteínas de membrana, um 
grande espectro de detergentes pode ser utilizado. Uma das exigências do sistema cell-free, com 
relação à escolha dos detergentes, é que o detergente deve ser compatível com as enzimas 
requeridas para a realização da reação de síntese da proteína. Alguns dos principais detergentes 
utilizados na extração da proteína da membrana celular bacteriana, em sistemas de expressão 
bacterianos, são incompatíveis com o cell-free, nomeadamente o LAPAO e o FC-12. De uma 
certa maneira, essa incompatibilidade sublinha o fato que esses detergentes possuem um 
comportamento físico-químico mais agressivo (desde que eles inutilizam as enzimas requeridas 
pelo cell-free). Portanto, a expressão de proteínas integrais de membrana, em bactérias, no 
geral, necessita da presença de detergentes mais agressivos, com a finalidade de obter um 
rendimento apropriado durante a etapa de extração. O fato destes mesmos detergentes serem 
incompatíveis com o sistema de expressão cell-free enfatiza uma vantagem desse sistema, 
quando comparado ao sistema bacteriano, no que diz respeito à escolha de detergentes mais 
brandos para o processo de purificação, reduzindo, assim, a probabilidade de efeitos 
indesejáveis provocados por esses compostos. A figura 25 mostra uma varredura de detergentes, 
para a proteína RodA, pertencente ao organismo E. coli, cujo clone contém sua etiqueta de 
purificação na posição N-terminal, de acordo com a tabela 7 e com a figura 23. Esta varredura 
foi realizada na temperatura de 23 οC, previamente estabelecida, em nosso laboratório, como a 
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temperatura ideal de expressão de proteínas (sendo, assim, um parâmetro invariável nos 
experimentos), a qual é menor que a temperatura utilizada no ensaio anterior (30 οC) e mais 
apropriada para um correto enovelamento proteico. Os seguintes detergentes foram utilizados 
neste ensaio: DM, LAPAO, FC-12, CHAPS, CHAPSO, Decyl maltose neopentyl glycol, 
Cymal-3, Tetradecyl-β-D-maltopyranoside, DDM, Brij-35, Brij-58. As concentrações 
utilizadas, para cada detergente, estão representadas na tabela 8. Estas concentrações foram 
escolhidas com base nas propriedades físico-químicas dos detergentes, consideradas de uma 
maneira individual, e/ou com base em dados empíricos pré-estabelecidos em nosso grupo de 
pesquisa.  
 
 
Figura 25– Western blot, anti his tag, mostrando o resultado da varredura de detergentes objetivando a 
solubilização da proteína RodA contendo a etiqueta de purificação na posição N-terminal (35 kDa), pertencente 
ao organismo E. coli. Os números, 1-13, representam diferentes condições experimentais, nomeadamente cada 
número representa um detergente diferente testado no ensaio de solubilização. O significado destes números é 
como segue: 1- sem detergente; 2- DM; 3- LAPAO; 4- FC-12; 5- CHAPS; 6- CHAPSO; 7- Decyl maltose 
neopentyl glycol; 8- Cymal-3; 9- Octyl-β-D-Glucopyranoside; 10- Tetradecyl-β-D-maltopyranoside; 11- DDM; 
12- Brij-35; 13- Brij-58. 
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Tabela 8 – Detergentes e suas respectivas concentrações utilizadas na varredura de detergentes no sistema de 
expressão cell-free. 
DETERGENTE CONCENTRAÇÃO 
DM 1.74 % 
LAPAO 0.5 % 
Fos Choline-12 0.5 % 
CHAPS 1 % 
CHAPSO 1 % 
Decyl maltose neopentyl glycol (DMNG) 0.1 % 
Cymal-3 2 % 
Tetradecyl-β-D-maltopyranoside 0.1 % 
DDM 0.435 % 
Brij-35 0.11 % 
Brij-58 0.086 % 
Octyl-β-D-Glucopyranoside 1 % 
 
Conforme demonstrado na figura 25, diversos detergentes foram capazes de solubilizar 
a RodA (nomeadamente, aqueles indicados pelos números 2, 5, 6, 7, 10, 11, 12 e 13). Como foi 
previamente mencionado, alguns detergentes resultaram em zero ou quase zero solubilização, 
tais quais o LAPAO, o FC-12, o Cymal-3 e o Octyl-β-D-Glucopyranoside.  Consideramos que 
esses detergentes são incompatíveis com o nosso sistema de expressão, provavelmente por 
inibirem as atividades enzimáticas requeridas para a síntese das proteínas. Dentre os detergentes 
candidatos que apresentaram altos níveis de solubilização, podemos destacar aqueles 
pertencentes à classe dos maltosídeos (DM, DDM, Tetradecyl-β-D-maltopyranoside), os quais 
são recorrentemente utilizados em protocolos disponíveis para a solubilização de proteínas de 
membrana. O detergente Decyl maltose neopentyl glycol (DMNG), o qual, também, apresentou 
um bom nível de solubilização da RodA, pertence à classe denominada “ng-class”, que consiste 
em uma modificação estrutural dos convencionais maltosídeos, em termos da conexão da cadeia 
carbônica com um grupamento éter. A família de detergentes “Brij” (polyoxyethylene ethers) 
apresentou bons resultados no que diz respeito aos níveis de solubilização. As longas cadeias 
carbônicas que esses detergentes possuem os tornam excelentes solubilizadores de proteínas 
integrais de membrana, de um modo geral. Entretanto, possuem um ponto desfavorável, desde 
que são mais propensos à oxidação. Supreendentemente, os detergentes zwitteriônicos CHAPS 
e CHAPSO apresentaram bons níveis de solubilização. Essa surpresa reside no fato de que esses 
detergentes possuem um alto valor de CMC, o que, a princípio, os torna, de um ponto de vista 
teórico, não tão adequados para a solubilização de proteínas integrais de membrana. Isto porque 
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o valor da CMC do detergente pode ser paralelizado com a sua solubilidade em um solvente 
aquoso. Em outras palavras, quanto mais solúvel for o detergente maior será sua CMC e menor 
será sua porção hidrofóbica, tornando-o, assim, menos hábil para solubilizar moléculas que 
contenham grandes volumes hidrofóbicos, como é o caso das proteínas integrais de membrana. 
Neste contexto, a possibilidade do uso, com sucesso, de detergentes com altos valores de CMC, 
para a solubilização das proteínas, é uma notável característica do sistema de expressão cell-
free. Na figura 25, a banda indicada na posição 1, isto é, a amostra sem detergente, é pensada 
ser um artefato experimental ou um agregado solúvel. É importante frisar que neste tipo de 
ensaio, o fato da proteína ter sido solubilizada pelo detergente não implica, necessariamente, 
que a proteína esteja enovelada em sua forma nativa, sendo que esse parâmetro precisa ser 
avaliado, a posteriori, fazendo uso de outra técnica analítica. Os resultados aqui mostrados, em 
termos dos detergentes candidatos que solubilizaram as proteínas com sucesso, podem ser 
extrapolados tanto para a RodA, da espécie B. subtilis, quanto para as Flippases-PBP. O único 
clone, dentre os citados para o cell-free na tabela 7, que não foi satisfatoriamente expresso e 
solubilizado, foi o da RodA (E. coli) com a etiqueta de purificação posicionada na porção C-
terminal da proteína.  
O grande espectro de possibilidades, relativamente aos tipos de detergentes utilizados 
na etapa de solubilização, permitiu-nos estabelecer um protocolo no qual a proteína foi 
purificada, do início ao fim, no mesmo detergente (com várias opções de escolha), ou seja, sem 
a necessidade de trocar o detergente em alguma etapa da purificação. Este é um resultado 
valoroso, desde que a proteína não é exposta às agressivas condições químicas oriundas da troca 
de detergentes, as quais quase sempre resultam em perda de rendimento. Com relação à 
cristalização das proteínas, o amplo espectro de possibilidades, em termos dos detergentes, faz 
com que o número de condições testadas, durante as varreduras iniciais de condições de 
cristalização, seja aumentado. Em adição, os cristais resultantes, obtidos em diferentes 
detergentes, provavelmente serão cristais com diferentes simetrias, o que, em última instância, 
gerará diferentes padrões de densidades eletrônicas nas difrações, portanto, aumentando a 
disponibilidade de informação física sobre a estrutura tridimensional das proteínas. Para as 
próximas etapas no protocolo de expressão/purificação das proteínas RodA e Flippase-PBP, o 
detergente de escolha foi o DDM, para todos os clones utilizados neste estudo, desde que os 
níveis de solubilização foram apropriados e o DDM é um detergente bem estabelecido, na 
literatura, relativamente à purificação e à cristalização de proteínas membranárias. A expressão 
das proteínas foi avaliada em duas concentrações de DDM: 10 CMC e 50 CMC, sendo que a 
concentração de 50 CMC apresentou maior efetividade e foi escolhida como sendo a 
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concentração de trabalho. Desta maneira, ao fim da expressão, a proteína se encontrava numa 
concentração de DDM correspondente a 50 CMC. Para os ensaios descritos a seguir, o volume 
de expressão final no cell-free é igual a 9 mL, adquirido em três tubos de diálise de 3 mL, 
separadamente, conforme as condições acima relatadas. As primeiras etapas do protocolo de 
purificação de todas as proteínas aqui descritas, isto é, a RodA e a quimera Flippase-PBP, são 
iguais e consistem de uma centrifugação, na velocidade de 15.000 x g, por 1 h, para a remoção 
de debris, oriundos do extrato S30, e de eventuais proteínas precipitadas, seguida de uma 
diluição de 25 vezes da concentração do detergente DDM (de 50 CMC para 2 CMC). Essa 
diluição é realizada com um tampão contendo 50 mM de Tris pH 8,0, 200 mM de NaCl e 10 % 
de glicerol. A concentração de 50 CMC (relativamente alta quando comparada à concentração 
usual de purificação de 2 CMC) de DDM é requerida, durante a expressão, de modo a 
proporcionar um excesso de micelas disponíveis para o enovelamento das proteínas que estão 
sendo sintetizadas, permitindo, assim, que todas as proteínas, liberadas em solução da 
maquinaria proteica de síntese, encontrem um ambiente químico propício ao correto 
enovelamento. Neste ponto, conforme discussão apresentada no início deste capítulo, podemos 
evidenciar, de uma maneira individualizada, as requeridas contribuições cinéticas e 
termodinâmicas, as quais são as únicas forças diretoras do enovelamento das proteínas no 
sistema cell-free, uma vez que não há a presença de proteínas acessórias (chaperonas) e nem da 
membrana celular, no caso de proteínas que dela dependem para o enovelamento. Em outras 
palavras, termodinamicamente, o valor da energia livre da reação será fortemente dependente 
da habilidade da proteína de se enovelar no ambiente micelar proporcionado pelo DDM. Por 
sua vez, o sucesso cinético deste processo dependerá do número de micelas livres de DDM, que 
é expresso, empírica e indiretamente, através da variável concentração (50 CMC). Após o 
processo de diluição, a solução resultante está pronta para ser submetida a etapas 
cromatográficas e seu volume final é de 225 mL. Esse valor de volume, relativamente elevado, 
faz com que a cromatografia de afinidade seja a escolha mais apropriada como uma primeira 
etapa de purificação. Em todos os casos aqui descritos, adotamos a cromatografia de afinidade, 
fazendo uso de uma coluna de níquel, como primeira etapa cromatográfica. Para evitar perdas 
no flow through, realizamos a injeção da amostra na coluna, em um “modo loop”, overnight.  
Uma das maiores vantagens da utilização do sistema cell-free foi contornar o laborioso 
protocolo de purificação necessário, quando a proteína é expressa no sistema bacteriano, 
nomeadamente as etapas relativas à lise celular e às subsequentes centrifugações necessárias 
até o isolamento da membrana citoplasmática. Nesse sentido, para a proteína RodA, 
estabelecemos um protocolo contendo, somente, uma etapa de purificação, o qual resultou em 
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uma proteína purificada. Adicionalmente, adotamos a estratégia de trabalhar com a proteína 
não clivada, isto é, contendo sua etiqueta de purificação do tipo his tag e assumimos que a 
presença dessa etiqueta não interferiu nos resultados experimentais obtidos. A figura 26 mostra 
um gel SDS-PAGE relativo à eluição da RodA (E. coli) de uma coluna de afinidade de níquel.  
 
 
Figura 26- Gel SDS-PAGE relativo à cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna de níquel, da proteína 
RodA (35 KdA) de E. coli. Todas as amostras indicadas são pertencentes a um mesmo perfil de eluição. As frações 
do gel representam as frações purificadas na cromatografia de afinidade. 
 
Para a concretização do experimento ilustrado na figura 26, foi realizada uma eluição 
com um gradiente linear de imidazol variando de 0 a 300 mM. Os tampões utilizados foram: 
tampão A consistindo de 50 mM de Tris pH 8,0, 200 mM de NaCl, 10 % de glicerol e 2 CMC 
DDM; tampão B consistindo do tampão A e de 300 mM de imidazol. Interessantemente, as 
proteínas contaminantes, provenientes do extrato S30, são eluídas, aproximadamente, na 
concentração de 80 mM de imidazol. Desta maneira, conseguimos obter a RodA, de E. coli, 
purificada em única etapa, assim como, também, a proteína RodA, de B. subtilis, com pequenas 
variações na maneira pela qual o gradiente de imidazol foi conduzido de modo a obter a proteína 
purificada. É importante relembrar que no sistema bacteriano de expressão, a proteína RodA 
não foi expressa, de acordo com a seção 3.1.2. Portanto, em conclusão, com esta abordagem, 
conseguimos contornar o problema existente da não expressão da proteína RodA e obter um 
rendimento que permitiu a continuidade dos trabalhos. Além disso, adotamos um protocolo 
experimental simples e de rápida execução, o que se encontra em completo contraste com o 
protocolo baseado na expressão em cepas de E. coli, o qual é longo e laborioso.  
No que diz respeito à Flippase-PBP (a qual contém um his tag e um strep tag, de acordo 
com a figura 23), utilizamos o mesmo protocolo supracitado para a proteína RodA. 
Similarmente, obtivemos uma proteína purificada fazendo uso, unicamente, de uma 
cromatografia de afinidade em uma coluna de níquel, entretanto, o rendimento obtido foi menor 
do que aquele obtido com a RodA. A figura 27 mostra um gel SDS-PAGE relativo à purificação 
da Flippase-PBP de G. pamalaeae, nos moldes acima descritos.  
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Figura 27-  Gel SDS-PAGE relativo à cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna de níquel, da proteína 
Flippase-PBP (102 kDa) de G. pamelaeae. Todas as amostras indicadas são pertencentes a um mesmo perfil de 
eluição. As frações indicadas sob a denominação de frações purificadas correspondem às frações nas quais a 
proteína se encontra purificada. 
 
 A análise da figura 27 permite concluir que uma parte da Flippase-PBP é eluída 
purificada e uma parte é eluída juntamente com os contaminantes provenientes do extrato 
bacteriano S30. Consequentemente, o rendimento nessa purificação é menor do que aquele 
obtido na purificação da proteína RodA, conforme já mencionado. Os contaminantes, em 
questão, começam a ser eluídos em uma concentração de imidazol contida no intervalo entre 
50-80 mM e, após essa faixa de concentração, não se verifica mais a presença desses 
contaminantes no perfil de eluição. Desta maneira, a presença da banda referente à Flippase-
PBP, em conjunto com as bandas dos contaminantes, é um indício de que ela começa a ser 
eluída numa concentração de imidazol em torno de 50-80 mM e, então, continua a ser eluída 
até o que gradiente se complete na concentração de 300 mM de imidazol. Esse fenômeno, aqui 
descrito, também verificado com as Flippases-PBPs em purificações provenientes de 
expressões de proteína em sistemas bacterianos, é uma ilustração marcante do efeito que o 
impedimento estérico e a blindagem eletrostática, propiciados pela camada micelar do 
detergente, possuem na ligação da proteína aos grupamentos da coluna de purificação e, 
consequentemente, no rendimento total do processo. Um modelo físico para esse tipo de 
verificação experimental é hipotetizado considerando a existência de diversas camadas quando 
da ligação da proteína à resina. Em outras palavras, a primeira camada de proteínas solvatadas 
com micelas de detergente se liga aos grupamentos da resina e quando a segunda camada vai 
se ligar a presença volumosa da primeira camada faz com que a força de ligação seja menor e 
assim sucessivamente. A reincidência deste fato com as Flippases-PBPs pode ser explicada 
considerando-se sua massa (102-143 kDa, dependendo do tipo de clone), relativamente grande, 
e a massa das micelas de DDM (40-80 kDa), de modo que a entidade “proteína solvatada pelo 
detergente” ocupa um considerável volume no espaço. Em adição e corroborando o 
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mencionado, mesmo com a amostra proteica sendo injetada na coluna durante um longo período 
de tempo (overnight), perdas associadas no flow through ainda foram encontradas, 
demonstrando que as proteínas têm sua afinidade de ligação reduzida. No caso específico da 
Flippase-PBP (G. pamalaeae) esta afinidade é reduzida suficientemente ao ponto de sua eluição 
começar a ocorrer em concentrações de 50 mM de imidazol. Não consideramos que o fenômeno 
discutido seja devido ao fato da etiqueta de purificação estar inacessível na estrutura 
tridimensional da proteína, devido à sua recorrência em diferentes construções proteicas.  
 O fato da Flippase-PBP também possuir uma etiqueta de purificação do tipo strep tag 
nos permitiu uma etapa extra de cromatografia de afinidade utilizando uma resina do tipo 
streptavidina. Essa cromatografia pode ser oportunamente realizada logo após a cromatografia 
de afinidade utilizando uma coluna de níquel, uma vez que o eluente imidazol não é um 
interferente na ligação. Nesses ensaios, a solução resultante da primeira etapa de purificação da 
Flippase-PBP foi injetada em uma coluna equilibrada no seguinte tampão: 50 mM de Tris pH 
8,0, 200 mM de NaCl, 10 % de glicerol e 2 CMC DDM. Por sua vez, a eluição foi realizada 
neste mesmo tampão com a adição do eluente destiobiotina na concentração de 2,5 mM. A 
figura 28 ilustra um ensaio no qual o eluato proveniente da coluna de níquel, isto é, as frações 
contendo os contaminantes, foi passado por uma coluna de streptavidina (overnight), com a 
finalidade de recuperar todo conteúdo proteico expresso.  
 
 
Figura 28-  Gel SDS-PAGE relativo à cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna de streptavidina, da 
proteína Flippase-PBP (102 kDa) de G. pamelaeae. FT1 e FT2 representam o flow through obtido durante a 
purificação; E representa a eluição. 
 
 De acordo com a figura 28, primeiramente, temos que as perdas no flow through são 
consideráveis e relevantes, de modo a reforçar o efeito negativo dos detergentes na ligação da 
etiqueta de purificação à resina, conforme discussão anteriormente exposta. Ainda nesse 
sentido, a resina de streptavidina se mostra muito mais sensível à presença dos detergentes do 
que as outras resinas testadas neste estudo, nomeadamente as de níquel, cobalto e dextrina. 
Adicionalmente, sua compatibilidade com as classes e tipos de diferentes detergentes não 
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possui amplo espectro. Em termos do objetivo de purificar a amostra proteica, notamos que 
alguns contaminantes não foram removidos por completo, entretanto, se encontram em 
concentração consideravelmente menor do que a da proteína de interesse. Uma vez que o 
objetivo proposto, com a cromatografia baseada na resina de streptavidina, era de recuperar a 
amostra de Flippase-PBP, eluída não purificada da coluna de níquel, consideramos que esse 
objetivo foi efetuado com eficácia. Notamos que uma pequena degradação aparece na fração 
indicada como E, na figura 28. Interessantemente, essa degradação somente é verificada quando 
colunas de volume total igual a 1mL são utilizadas, não sendo verificada quando colunas de 
volume total de 5 mL são utilizadas. Essa curiosa observação leva a crer que em colunas de 
1mL alguma flexibilidade extra ocorre quando da ligação da proteína à coluna. Em resumo, 
para a purificação das Flippases-PBP, a utilização da cromatografia de afinidade, em uma 
coluna de níquel, leva a obtenção de algumas frações purificadas. O restante do conteúdo pode 
ser passado por uma coluna de streptavidina em ordem de remover a maioria dos contaminantes 
restantes. Não foi conveniente a adoção de outro passo cromatográfico, além dos mencionados, 
devido à perda proteica associada a cada etapa. 
 A análise da qualidade das amostras obtidas nas purificações supradescritas consistiu 
em determinações de massa e volume molecular, além de perfis cromatográficos obtidos a partir 
do uso de uma coluna analítica de gel filtração (volume final de 25 mL). Uma descrição 
detalhada sobre os parâmetros de massa e volume molecular será realizada, no próximo 
capítulo, para a Flippase-PBP. A figura 29 mostra o perfil de eluição da RodA, purificada de 
acordo com a figura 26, obtido em uma coluna do tipo Superose 6 (GE Healthcare). 
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Figura 29- Cromatograma relativo à gel filtração analítica, realizada em uma coluna do tipo Superose 6, da 
proteína RodA de E. coli. O valor de maior absorbância corresponde, aproximadamente, ao volume de 14,5 mL.  
 
Como mostra a figura 29, a RodA foi eluída no volume aproximado de 14,5 mL na 
coluna de gel filtração analítica. Este volume de eluição corresponde ao de uma proteína solúvel 
e não ao de um agregado solúvel (que seria em torno de 10 mL para a coluna Superose 6). É 
importante ressaltar que o parâmetro experimental “tempo de retenção” é fortemente alterado 
pela presença dos detergentes no tampão de purificação. Devido a este fator, a formulação 
matemática tradicional utilizada para calcular variáveis físicas, tais quais a massa molecular 
(baseada no cálculo da constante Kav), não é a mais adequada para tampões contendo 
surfactantes, existindo outros tipos de formulações específicas, as quais preferimos não fazer 
uso. Em adição, a construção de uma curva de calibração, utilizando padrões moleculares 
sabidamente globulares, não oferece precisão quantitativa para o nosso sistema, de modo que 
esse tipo de análise foi desconsiderada. Com base no exposto, a interpretação da figura 29 deve 
ser feita de uma maneira puramente qualitativa, ou seja, constatamos a presença de um pico 
único, eluído fora do volume morto da coluna, que inferimos ser atribuído a somente uma 
entidade molecular. Portanto, consideramos que a proteína RodA se encontra não agregada após 
a purificação.  
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4 – CARACTERIZAÇÃO HIDRODINÂMICA 
 
4.1) – CONSIDERAÇÕES INICIAIS: INTERPRETAÇÃO E 
ANÁLISE DE DADOS 
 
 A caracterização das flippases, por meio de técnicas biofísicas, objetivou avaliar 
parâmetros indicativos relevantes, no que diz respeito à probabilidade de cristalização dessas 
proteínas, tais quais o grau de homogeneidade e de pureza das amostras. Além disso, visamos 
uma caracterização hidrodinâmica, no sentido de determinar a contribuição da camada de 
solvatação da proteína para o volume e para a massa molar total. Neste contexto, de início, fica 
claro que a entidade a ser analisada nos experimentos descritos é formada por uma “proteína 
solubilizada em detergente”, isto é, uma proteína conjugada a uma estrutura de alta massa 
molecular, que é a micela. Mais especificamente, por exemplo, no sistema físico das Flippases-
PBP, uma unidade de micela corresponde, aproximadamente, a 80 % da massa da proteína.  
 Para proceder à discussão, definiremos o tampão no qual todas as medidas foram 
realizadas, o qual é composto de 50 mM de Tris pH 8,0 200 mM NaCl, 10 % glicerol, 0,018 % 
DDM e é o mesmo tampão utilizado durante as etapas de purificação da proteína. Em adição, 
definiremos que a proteína que ilustra nossos experimentos é a Flippase-PBP, de G. pamelaeae, 
e que possui uma massa teórica (baseada na sequência de aminoácidos) de 102 kDa. Desde que 
este estudo ainda se encontra em continuidade em nosso grupo de pesquisa, os experimentos 
com os outros clones de trabalho ainda serão realizados. Assim, a entidade “proteína 
solubilizada em detergente” consiste na Flippase-PBP solubilizada no detergente DDM. O 
DDM é um detergente cuja massa molecular, de uma micela, varia no intervalo de 40-80 kDa. 
É importante frisar que, a priori, não existe nenhum conhecimento das populações moleculares 
constituintes da solução a ser analisada. Por exemplo, em uma consideração hipotética inicial 
onde uma unidade de proteína é solvatada por uma unidade de micela, não há maneira de se 
afirmar qual a massa exata da micela, desde que a massa de uma micela de DDM varia em um 
intervalo. Além disso, não podemos afirmar quantas micelas solvatam a proteína. Deste modo, 
existe uma incerteza completa sobre o número de constituintes da camada de solvatação. Essa 
incerteza é retratada, experimentalmente, nos valores numéricos obtidos para os parâmetros 
hidrodinâmicos tais quais o raio hidrodinâmico (RH) e o coeficiente friccional (f). Neste sentido, 
uma comparação entre os valores preditos, de RH e de f, baseados somente na sequência de 
aminoácidos da proteína, com os valores reais obtidos, empiricamente, fornece uma estimativa 
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da contribuição do detergente para o volume e para a massa molar da entidade “proteína 
solubilizada em detergente”, a qual é, de fato, a entidade a ser cristalizada (SCOTT 2005; 
SCHUK 2002; SCHUSTER 1994).  
 Fisicamente, um dos efeitos pronunciados da micelização é o aumento do volume molar 
total. Em termos hidrodinâmicos, uma mudança do volume molar acarreta em uma mudança da 
quantidade de fluído deslocado pela proteína e, desta maneira, o empuxo que atua sobre a 
proteína varia. O empuxo é preponderantemente importante nos experimentos de ultra 
centrifugação analítica, sendo esta uma interferência marcante da micelização nesse tipo de 
experimento. Outro parâmetro de fundamental importância é o coeficiente friccional, f, o qual 
é um coeficiente de atrito dinâmico para sistemas fluidos. Sendo f um coeficiente de atrito, 
podemos considerá-lo como sendo uma função da geometria do corpo em questão, que, no caso 
da Flippase-PBP, é a geometria da associação entre a proteína e as micelas do DDM. Desta 
maneira, a comparação de um valor de f teórico com um valor de f experimental, do tipo 
fexperimental/fteórico, permite a inferência de uma série de constatações físicas relativas à interação 
proteína-detergente (SCOTT 2005; SCHUK 2002; SCHUSTER 1994). 
A formação de micelas em solução aquosa é um processo dinâmico, governado pelo 
princípio de Le Chatelier para o equilíbrio químico. Desta forma, em uma solução contendo 
detergentes, existem diversos tipos de entidades químicas em equilíbrio recíproco (TADROS, 
2005). Especificamente, estão presentes os monômeros e as micelas dos detergentes, sendo que 
as micelas podem possuir diversos tamanhos e conter diferentes números de constituintes. Além 
disso, existem estruturas supramoleculares, de alta massa molecular, que surgem devido à 
interação entre diferentes micelas (TADROS, 2005). Assim, uma solução de detergentes é uma 
solução quimicamente complexa, na qual existem uma vasta gama de entidades com diferentes 
massas e volumes moleculares. Consequentemente, o processo de solvatação, promovido pelos 
detergentes, o qual forma corpos do tipo “proteína solubilizada- micela”, é um processo ainda 
mais complexo e heterogêneo. Desta maneira, podemos escrever, de uma maneira mais formal, 
a entidade química a ser analisada, nos experimentos de interação com a luz, como sendo: 
“proteína solubilizada(n1) - micela(n2)”, significando que a entidade a ser analisada é formada 
pela conjugação de uma proteína com micelas e que existe uma relação entre as proteínas 
solubilizadas com o número n1 e das micelas com o número n2. Neste contexto, n1 representa o 
número de moléculas de proteínas contido em um conjunto de micelas solvatadoras e n2 
representa o número de moléculas de detergentes envolvidas na formação da estrutura micelar 
solvatadora, a qual é a responsável pela solubilização de n1 moléculas de proteína de membrana 
insolúvel.  
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  4.2) – ULTRA CENTRIFUGAÇÃO ANALÍTICA (AUC) 
 
Os experimentos de AUC (do tipo velocidade de sedimentação) foram conduzidos na 
ultra centrífuga analítica XLI, rotor Anti-60 (Beckman Coulter), em uma velocidade de 42.000 
rpm. As células de amostra foram do tipo double-sector cells, de comprimento óptico de 3 mm, 
e equipadas com Sapphire Windows (Nanolytics). Dois tipos de sistemas ópticos de detecção 
foram utilizados nos experimentos: absorbância (260 e 280 nm) e interferência (J). O tampão 
do experimento foi o mesmo utilizado nas etapas anteriores de purificação da proteína Flippase-
PBP (G. pamalaeae) e consiste de: 50 mM de Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 % glicerol, 0,018 
% DDM. A temperatura na qual o experimento ocorreu foi de 4 ⁰C.  
Um experimento de velocidade de sedimentação pode ser visualizado como o 
movimento de uma fronteira de sedimentação, com o decorrer do tempo, na direção do campo 
gravitacional aplicado. Concomitantemente a este movimento, existe, também, uma ampliação 
da fronteira de sedimentação, causada pela difusão de suas partículas formadoras (SCOTT et 
al., 2005; SCHUSTER et al., 1994). Em outras palavras, um experimento de velocidade de 
sedimentação é baseado em uma relação entre a sedimentação, ocasionada pelo campo 
gravitacional, e a tendência termodinâmica de difusão espontânea das partículas formadoras da 
fronteira de sedimentação. Essa relação é expressa, matematicamente, através da equação de 
Lamm, a qual é representada na equação 1. Essa equação descreve a evolução da fronteira de 
sedimentação, com relação ao tempo, considerando, de maneira simultânea, os fenômenos de 
sedimentação e difusão (SCHUK et al., 2002).  
 
𝜕𝑐
𝜕𝑡
= − 
1
𝑟
{
𝜕
𝜕𝑟
[𝑠𝜔2𝑟2𝑐 − 𝐷𝑟 (
𝜕𝑐
𝜕𝑟
)]} 
Equação 1 – Equação de Lamm. c representa a concentração; t representa o tempo; r representa a distância em 
relação ao eixo de rotação; s representa o coeficiente de sedimentação; ω representa a velocidade angular; D 
representa a constante de difusão (SCHUK et al., 2002). 
 
 A equação de Lamm é uma importante ferramenta teórica, desde que ela fornece uma 
descrição física completa do sistema. Entretanto, na prática, o tratamento de dados utilizando 
diretamente a equação 1, requer, a priori, o conhecimento do número de constituintes do 
sistema (SCOTT 2005; SCHUK 2002; SCHUSTER 1994). Desta forma, a equação de Lamm 
representa uma espécie de “sistema ideal”. Uma abordagem alternativa a de Lamm consiste na 
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definição de um conjunto de funções χi, de forma que χ = χ (s, D, r, t), como sendo um conjunto 
que representa várias possíveis soluções para a equação 1, definidas com base em sistemas 
arbitrários. A preposição é que se χi é suficientemente grande, então seu grande espectro é capaz 
de delinear o conjunto de dados obtidos experimentalmente (SCOTT 2005; SCHUK 2002; 
SCHUSTER 1994). Em outras palavras, essa abordagem realiza diversas combinações da 
equação de Lamm, afim de achar a melhor combinação para um determinado conjunto de dados. 
Isso pode ser matematicamente alcançado por meio de uma integral de Fredhold, a qual é 
representada na equação 2.  
 
𝑎(𝑟, 𝑡) = ∫ 𝑐(𝑠)𝜒(𝑠, 𝐷, 𝑟, 𝑡)𝑑𝑠 
Equação 2 – Integral de Fredhold. c(s) representa uma função de distribuição, baseada no coeficiente de 
sedimentação s; χ (s, D, r, t) representa um conjunto de soluções para a equação 1; a (r,t) é o sinal obtido 
experimentalmente. A integração é feita sobre todo o intervalo de s (SCHUK et al., 2002).  
 
 
A equação 2 define a função de distribuição c(s), de modo que a concentração de uma 
espécie química qualquer, com coeficiente de sedimentação contido no intervalo entre s1 e s2, é 
determinada através da integral ∫ 𝑐(𝑠)𝑑𝑠
𝑠2
𝑠1
. A tabela 9 mostra os resultados obtidos, nos 
experimentos de ultra centrifugação analítica, para a Flippase-PBP, de G. pamelaeae, 
utilizando-se um modelo de delineamento experimental conforme o descrito na equação 2.  
 
Tabela 9- Resumo dos dados obtidos nos ensaios com a Flippase-PBP de G. pamelaeae. Sinal 1 e Sinal 2 se 
referem aos sinais detectados nos experimentos. s20,w representa o coeficiente de sedimentação no estado padrão 
(temperatura = 20 οC, solvente = água); quociente friccional representa o quociente f/fesfera.   
SINAL EXPERIMENTAL COEFICIENTE DE 
SEDIMENTAÇÃO 
QUOCIENTE 
FRICCIONAL 
Sinal 1  s20, w = 4,05 +/- 0,25 S 1,9 (sem solvatação) 
Sinal 2 s20, w = 8,4 +/- 0,3 S 1,25 (com solvatação) 
 
A tabela 9 indica que houve dois sinais majoritários nos experimentos de ultra 
centrifugação analítica, nomeadamente s20, w = 4,05 +/- 0,25 S e s20, w = 8,4 +/- 0,3 S. Algumas 
considerações físicas devem ser ressaltadas, afim de atribuir um significado, contextualizado 
ao tema de estudo das flippases, aos valores numéricos obtidos empiricamente. 
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Especificamente, deve ser levado em consideração o quociente friccional, f/fesfera, o qual 
consiste numa relação entre o valor experimental obtido para o coeficiente friccional, f, e o 
valor predito de fesfera. O quociente friccional, f/fesfera, consiste em uma medida indireta da 
assimetria molecular (SCHUK et al., 2002) Em termos teóricos, o coeficiente friccional (f), que 
é uma representação do atrito envolvido no movimento em solução aquosa, é dependente da 
massa, do volume e da geometria molecular. Se atribuirmos a geometria molecular como sendo 
a esférica e estabelecermos a massa e o volume desta esfera como sendo iguais à massa e ao 
volume teóricos preditos para a Flippase-PBP (a partir da sua sequência de aminoácidos), 
obteremos o valor de fesfera. O valor de fesfera é o menor valor possível para a variável f, uma vez 
que a geometria esférica é a mais simétrica existente na natureza. Assim, uma comparação do 
valor experimental obtido para a variável f, em relação ao valor teórico de fesfera, realizada 
através do quociente friccional, f/fesfera, fornece uma medida do desvio da geometria da 
molécula em relação à geometria esférica (SCHUK et al., 2002). Neste contexto, se 
assinalarmos o sinal 1, indicado na tabela 9, correspondente a um coeficiente de sedimentação 
s20, w = 4,05 +/- 0,25 S, à Flippase-PBP, obteríamos que f/fesfera = 1,9, desconsiderando-se, nesta 
análise, todo e qualquer efeito de solvatação. Para levar em conta os efeitos das camadas de 
solvatação, no valor de f/fesfera = 1,9, optamos por fazer algumas simplificações teóricas que nos 
conduziram a um indicativo do resultado final. Primeiramente, podemos considerar que os 
efeitos hidrodinâmicos, propiciados pela micelização, são muito mais significantes do que 
aqueles gerados pela camada de hidratação. Em segundo lugar, o quociente f/fesfera muito 
provavelmente aumentará, numericamente, na presença do detergente, devido à alta 
massa/volume molecular das micelas de DDM (40-80 kDa). Portanto, alcançamos a conclusão 
que a Flippase-PBP, em sua forma solubilizada pelo detergente (micelizada), possuirá um 
quociente friccional maior que 1,9, no caso de atribuirmos o Sinal 1 a ela. Essa situação 
implicaria em uma forma espacial extremamente alongada para a proteína, que sob essa 
interpretação se encontraria monomérica. Desta maneira, concluímos que existe apenas uma 
pequena probabilidade desse sinal corresponder a um sinal proveniente da Flippase-PBP, visto 
a previsão de uma forma espacial incompatível com a realidade física. Alternativamente, existe 
a possibilidade desse sinal pertencer a micelas livres de DDM contendo impurezas dissolvidas 
com capacidade de absorbância, sendo esse tipo de artefato experimental relativamente comum. 
Em casos similares, obtêm-se um valor aproximado de s20, w = 3,12 S, que pode ser considerado 
compatível com o valor descrito, de s20, w = 4,05 S, na tabela 9.  
O sinal 2, indicado na tabela 9, possui o valor de s20, w = 8,4 +/- 0,3 S. Antes de 
procedermos a uma avaliação do significado desse valor numérico, é importante enfatizar 
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algumas considerações relativas ao efeito do empuxo em uma entidade do tipo “proteína 
solubilizada-detergente”. Essas considerações podem ser sumarizadas na expressão 
demonstrada na equação 3, a qual evidencia o termo M (1 – Vρ), que faz parte da definição do 
coeficiente de sedimentação, s, e é recorrente em várias das equações fundamentais relativas à 
teoria da sedimentação de corpos.  
 
𝑀(1 − 𝑉𝜌) = 𝑀𝑃(1 − 𝑉𝑃𝜌) +  ∑ 𝑛𝑖𝑀𝑖(1 − 𝑉𝑖𝜌) 
Equação 3 – Expansão do termo M(1-Vρ) para uma proteína de membrana solubilizada em detergente. Os 
valores de M e V, sem nenhum índice subscrito, se referem à massa e ao volume molar da entidade “proteína 
solubilizada-detergente”; MP e VP se referem à massa e ao volume molar da proteína considerando, unicamente, 
a contribuição de sua sequência de aminoácidos; Mi, Vi, e ni se referem à massa, ao volume molar e ao número 
de constituintes, respectivamente, considerando a contribuição do i-ésimo componente que se liga à proteína; ρ 
se refere à densidade do solvente (SCHUK et al., 2002).  
 
A equação 3 define, formalmente, que as propriedades hidrodinâmicas da entidade a ser 
sedimentada, nos experimentos de ultra centrifugação analítica, dependem das propriedades 
inerentes à proteína, no que diz respeito à sua sequência de aminoácidos, mas, também, 
dependem dos compostos ligados a ela, como moléculas de detergentes, de água e de glicerol. 
Essa expansão matemática deve ser levada em conta, explicitamente, de modo a gerar uma 
descrição e um delineamento correto dos dados experimentais. A análise do sinal 2, indicado 
na tabela 9, com base nas equações 2 e 3, leva a um quociente friccional, tal que f/fesfera = 1,25, 
para s20, w = 8,4 +/- 0,3 S. Com base nesses valores, é possível estabelecer um modelo que 
descreva, hidrodinamicamente, a Flippase-PBP. Em outras palavras, se considerarmos os 
valores supracitados, f/fesfera = 1,25 e s20, w = 8,4 +/- 0,3 S, obteremos que a Flippase-PBP é uma 
proteína monomérica, ligeiramente globular e com um raio hidrodinâmico de 5,3 nm. Além 
disso, determinamos que a quantidade de detergente ligado corresponde a 1,35 g/g. Esses 
resultados, acreditamos, retratam o sistema físico de trabalho e demonstram que a amostra, em 
si, se encontra com grau de homogeneidade compatível com o contexto da cristalização.   
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4.3) – ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO (DLS) 
 
 Os experimentos de DLS foram conduzidos em um equipamento do tipo DynaPro 
MS200 (Protein Solutions) e os dados analisados no programa Dynamics V5.26 (Protein 
Solutions). O tempo de aquisição das medidas foi igual a 2,5 s com 30 aquisições a cada 
intervalo de tempo. As amostras foram centrifugadas na velocidade de 13.000 g, por 10 min., a 
priori da realização do experimento. O tampão do experimento foi o mesmo utilizado nas etapas 
anteriores de purificação da proteína e consiste de: 50 mM de Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 
% glicerol, 0,018 % DDM. O ensaio é relativo à proteína Flippase-PBP de G. pamelaeae.  
 O espalhamento de luz dinâmico pode ser considerado uma medida do movimento 
browniano de um corpo e, devido a este fato, é útil para a determinação de parâmetros físicos 
que podem ser inferidos a partir desse tipo de movimento, tais quais o raio hidrodinâmico (RH) 
e o coeficiente de difusão (D) (STETEFELD et al, 2016; CHI et al, 2010). Inicialmente, 
suporemos, como modelo teórico didático, uma partícula se movendo em um solvente de 
densidade ρ. Em um instante de tempo, t = t0, a partícula é encontrada em uma posição 
perpendicular ao detector de luz (posição escolhida arbitrariamente), de modo que uma medida 
do espalhamento é realizada sob essas condições. Em um instante posterior de tempo, t = t0 + 
τ, uma outra medida do espalhamento é realizada. Desde que a partícula se encontra em 
constante movimento, a intensidade da luz espalhada, que alcança o detector, será diferente ao 
compararmos as medidas feitas nos instantes t = t0 e t = t0 + τ. Essa diferença pode ser 
interpretada por meio de uma função de autocorrelação de segunda ordem, a qual é ilustrada na 
equação 4. 
 
𝐺2(𝜓, 𝜏) =  
<𝐼(𝑡)𝐼(𝑡+𝜏)> 
<𝐼(𝑡)>2
        
Equação 4 –Função de autocorrelação de segunda ordem para o espalhamento de luz dinâmico. G2 (ψ, τ) 
representa a função de autocorrelação de segunda ordem; I representa a intensidade do sinal; τ representa o 
intervalo de tempo entre a realização da primeira e da segunda medida; ψ representa um vetor de onda. O 
símbolo < > denota o valor médio dos operadores relacionados (STETEFELD et al, 2016).  
 
 Por sua vez, o movimento de uma partícula pode ser expresso por meio de uma equação 
de difusão que se relaciona com o raio hidrodinâmico RH, como mostra a equação 5.  
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                   𝐷 =
𝑘𝐵𝑇
6𝜋𝜂𝑅𝐻
             
Equação 5 –Relação de Einstein-Stokes. D representa a constante de difusão; kb representa a constante de 
Boltzmann; T representa a temperatura absoluta; RH representa o raio hidrodinâmico; η representa a viscosidade 
do solvente (STETEFELD et al., 2016).  
 
 Desta maneira, através das equações 4 e 5, por meio de um mecanismo matemático 
citado em (STETEFELD et al, 2016; CHI et al, 2010), podemos correlacionar a diferença na 
luz espalhada, nos intervalos de tempo t = t0 e t = t0 + τ, com o movimento browniano realizado 
pela partícula em questão. Com base teórica metodológica alicerçada nos termos expostos, a 
tabela 10 mostra os resultados, do DLS, para a Flippase-PBP de G. pamelaeae.  
 
Tabela 10 – Sumário dos resultados obtidos nos experimentos de DLS. Raio indica o raio hidrodinâmico RH; 
MW-R indica a massa molecular obtida experimentalmente; % massa indica a porcentagem, em relação à massa 
total de espalhadores da amostra, correspondente aos espalhadores que geram o sinal experimental relativo ao 
raio indicado de 4,83 nm. 
 
 
Conforme mostra a tabela 10, o raio hidrodinâmico médio obtido, para a Flippase-PBP, 
foi de 4,83 nm, com uma polidispersão associada de 4,2 % e correspondendo a 80,7 % da massa 
total de espalhadores da amostra. Para entender o significado físico desses valores empíricos 
são necessárias algumas considerações. Primeiramente, é claro, 19,3 % da amostra se encontra 
fora do intervalo determinado pela polidispersão de 4,2 %, em relação ao valor de 4,83 nm. 
Essa percentagem, constituída por espalhadores de alta massa molecular, é devida a agregados, 
provenientes da amostra original ou gerados como artefatos experimentais durante a 
manipulação necessária ao feitio do experimento, em conta da grande sensibilidade 
estrutural/térmica da Flippase-PBP. Levando-se em conta que o nosso sistema é um sistema 
constituído de proteínas membranárias e não de proteínas solúveis, consideramos que o valor 
de 80,7 % é um parâmetro positivo, no sentido que indica uma amostra adequada para fins de 
cristalização. A utilização do valor de RH igual a 4,8 nm, nas equações hidrodinâmicas, acarreta 
em um valor médio de 134 kDa para a massa molecular da entidade espalhadora “proteína + 
camada de solvatação”. A massa molecular teórica (baseada na sequência de aminoácidos) para 
a Flippase-PBP (G. pamelaeae) é de 102 kDa, ao passo que a massa das micelas do detergente 
DDM variam no intervalo de 40 a 80 kDa. Neste contexto, acreditamos que 134 kDa seja um 
Raio (nm) Polidispersão (%) Mw-R (kDa) % massa 
4,83 4,2 134 80,7 
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valor coerente, sublinhando-se, em adição, a incerteza inerente à inferência da massa molecular, 
via DLS, na ausência de uma curva de calibração. É importante enfatizar que nosso objetivo, 
com a caracterização biofísica das flippases, no geral, é assinalar, qualitativamente, parâmetros 
experimentais tais quais como o grau de pureza e de homogeneidade das amostras. Portanto, os 
valores numéricos citados (RH, massa molecular estimada, etc.) devem ser interpretados 
cuidadosamente, considerando as limitações do nosso sistema, por exemplo, a heterogeneidade 
intrínseca já mencionada na seção 4.1.  
 
4.4) – CONCLUSÕES  
  
Como foi exposto na discussão precedente, o raio hidrodinâmico (RH) e o coeficiente 
friccional (f) são parâmetros físicos capazes de estimar a contribuição da camada de solvatação 
da proteína para a massa molar e para o volume molar total. Em outras palavras, essas 
contribuições são aferidas, de uma maneira indireta, através da determinação empírica das 
variáveis RH e f. Para entender melhor essa relação, estabeleceremos o valor de R0, isto é, o raio 
de uma esfera contendo a mesma massa e a mesma densidade da Flippase-PBP (determinadas 
a partir da sequência de aminoácidos) de G. pamelaeae. Este raio teórico é tal qual R0 = 3,9 nm. 
É importante notar que esse é o menor raio possível para a Flippase-PBP e implica na proteína 
em uma forma completamente esférica (globular) e sem nenhuma camada de solvatação. 
Quando RH = R0, o coeficiente friccional, f, assume, também, o menor valor possível, f = f0. 
Isso acontece pois quanto mais simétrico for um objeto menor será o atrito com o fluído que o 
circunda. Além do valor teórico de R0, obtivemos, experimentalmente, dois outros valores de 
RH, através dos ensaios de AUC e de DLS. A tabela 11 traz um resumo desses resultados.  
 
Tabela 11 – Comparativo entre os valores do raio hidrodinâmico, RH, correlacionados com a proteína Flippase-
PBP de G. pamalaeae. R0 representa o menor valor possível para RH; RAUC representa o valor de RH obtido, 
experimentalmente, no ensaio de AUC; RDLS representa o valor de RH obtido, experimentalmente, no ensaio de 
DLS. 
Raio  R0 RAUC RDLS 
(nm) 3,9 5,3 4,8 
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Os valores demonstrados na tabela 11, podem ser associados com seus respectivos 
coeficientes friccionais através da equação 6.   
 
𝑓 = 6𝜋𝜂𝑅𝐻  
Equação 6 –Relação entre os valores de f e RH. η representa a viscosidade do solvente (STETEFELD et al., 
2016).  
 
Os valores listados na tabela 11 podem ser correlacionados, através da equação 6, de 
maneira a analisar a confiabilidade das inferências realizadas nos experimentos de AUC e de 
DLS. Conforme discussão relativa à seção 4.2, afirmamos que a entidade “proteína solubilizada 
pelo detergente” ou, alternativamente, “Flippase-PBP-DDM”, era monomérica e ligeiramente 
globular. Essa afirmação foi alicerçada no valor numérico do quociente friccional, tal qual que 
f/f0 =1,25. É importante frisar que o valor de 1,25 foi obtido a partir da determinação 
experimental de f, via AUC, e que f é um parâmetro físico primordial para a análise do desvio 
da simetria hidrodinâmica em relação à simetria esférica, como já mencionado. Desta maneira, 
indagamos a seguinte questão: seria a afirmação que a Flippase-PBP é monomérica e 
ligeiramente globular uma informação confiável? Se essa consideração for, de fato, uma 
consideração que retrata o comportamento físico da Flippase-PBP conjugada ao DDM, 
poderemos, através dos experimentos de DLS, chegar aos mesmos dados obtidos nos 
experimentos de AUC, nomeadamente o valor de 1,25. Baseando-se na equação 6, fica claro 
que os quocientes f/f0 e RH/R0 são equivalentes (para um mesmo valor de η). Assim, usaremos 
o valor teórico de R0 igual a 3,9 nm e o valor de RDLS de 4,8 nm, afim de obter um quociente 
do tipo f/f0. Esta relação é mostrada através da equação 7. 
 
𝑅𝐻 
𝑅0
=  
𝑅𝐷𝐿𝑆 
𝑅0
=  
4,8
3,9
= 1,20 
Equação 7 – Quociente RH/R0, onde RH é o valor experimental obtido para o raio hidrodinâmico via DLS. 
 
 O valor obtido para o quociente RH/R0 de 1,20 se encontra em grande proximidade com 
o valor de 1,25, o qual é a medida experimental obtida através dos ensaios de AUC. Esta 
correlação, de 96 %, possui um relevante significado físico, uma vez que na ultra centrifugação 
a medida do valor de f se dá em um sistema sob a ação de um campo gravitacional, ao passo 
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que no DLS a medida do valor de f é baseada no movimento browniano. Desta maneira, em 
duas condições físicas completamente distintas, foram obtidos valores muito próximos para o 
quociente f/f0, de modo que a previsão de que a forma hidrodinâmica da Flippase-PBP é 
monomérica e ligeiramente globular é consideravelmente provável. Analogamente ao realizado 
na equação 7, podemos utilizar o valor de RAUC = 5,3 nm e comparar o quociente RH/R0 com o 
valor de f/f0 = 1,25, obtido, também, na AUC. Esse quociente RH/R0 é expresso na equação 8.  
 
𝑅𝐻 
𝑅0
=
𝑅𝐴𝑈𝐶  
𝑅0
  
5,3
3,9
= 1,35 
Equação 8 – Quociente RH/R0, onde RH é o valor experimental obtido para o raio hidrodinâmico via AUC. 
  
O valor de 1,35, obtido na equação 8, possui 92 % de correspondência com o valor de 
f/f0 = 1,25 obtido experimentalmente. Como demonstrado na equação 7, o valor de 1,20, para 
os experimentos via DLS, possui 96 % de correspondência. Ambos os valores de 1,20 e 1,35 
apresentam excelente proximidade com o valor experimental determinado de 1,25, mostrando 
um correlação entre os resultados empíricos. Neste contexto, nos propusemos a responder três 
novas questões relevantes: estaria o real raio hidrodinâmico da Flippase-PBP mais próximo do 
valor de RDLS do que do valor de RAUC? Qual a origem da diferença numérica entre as 
correlações supracitadas de 92 % e de 96 %? Esta diferença possui um significado físico? De 
modo a avaliar essas questões, primeiramente introduziremos algumas simplificações. 
Consideraremos que as técnicas de AUC e de DLS, no caso de um sistema ideal de uma proteína 
globular cuja camada de solvatação consiste somente na camada de hidratação, possuem a 
mesma precisão na determinação do valor de RH, isto é, são metodologias equivalentes. Em 
segundo lugar, consideraremos que os erros aleatórios contribuem da mesma forma em ambas 
as técnicas. Deste modo, em conclusão, resta-nos definir a diferença entre as correspondências 
de 92 % e de 96 % com base nos erros sistemáticos que incorrem em nosso sistema 
experimental. Neste caso, nosso principal erro sistemático é a determinação do volume molar 
do detergente. É importante frisar que, antes do início dos experimentos, tanto no exemplo da 
velocidade de sedimentação, quanto no exemplo do DLS, é necessário programar os respectivos 
softwares com valores de volumes molares. Com base na equação 3, dois valores de volumes 
molares são relevantes: (1) proveniente da proteína e estabelecido com base na sequência de 
aminoácidos; (2) proveniente do detergente e estabelecido em tabelas correntes sobre o tema. 
A determinação (1) sofre um erro, uma vez que estabelecer o volume hidrodinâmico a partir da 
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sequência de aminoácidos não é um processo certeiro, mas este é um ponto que, também, 
influencia o tratamento de dados de proteínas solúveis e não se torna algo relevante para os fins 
experimentais. Entretanto, a determinação (2) sofre um erro considerável. Isso porque estamos 
considerando um valor fixo para o volume molar de uma entidade cujo intervalo de massa, de 
sua população molecular, varia de 40-80 kDa e que cuja estequiometria de ligação à proteína 
não é conhecida e pode não ser constante. Desta maneira, concluímos que a origem da diferença 
entre as correspondências de 92 % e de 96 % reside na determinação (2), uma vez que ela é o 
principal erro sistemático que incorre no nosso sistema. Sendo assim, se a diferença entre as 
correspondências é devida à determinação (2), fica claro que a determinação (2) se faz mais 
preponderante nos experimentos de AUC do que nos experimentos de DLS, já que a 
correspondência de 92 % é referente aos valores obtidos com RAUC. Em conclusão, verificamos 
que o efeito dos detergentes se mostrou menos pronunciado nos experimentos de DLS do que 
nos experimentos de velocidade de sedimentação, no sistema físico constituído pela Flippase-
PBP, sob as condições de simplificação inicialmente expostas. Deste modo, hipotetizamos que 
o raio hidrodinâmico médio da entidade Flippase-PBP-DDM seja um valor mais próximo de 
4,8 nm (atribuído pelo DLS) do que do valor de 5,3 nm (atribuído pela AUC). Essa hipótese é 
fisicamente embasada sob um ponto de vista teórico da mecânica dos fluídos, já que a variável 
volume molar está correlacionada com a quantidade de fluído deslocado durante o movimento 
de um corpo em um solvente de viscosidade η. Por sua vez, a quantidade de fluído deslocado 
por um corpo se relaciona, diretamente, com o empuxo que atua sobre este corpo. Em um 
experimento de DLS, o empuxo não é uma força relevante para o fenômeno que é baseado no 
movimento browniano. Diferentemente, em um experimento de velocidade de sedimentação, o 
empuxo é uma força relevante, uma vez que a velocidade de sedimentação se baseia em uma 
relação de equilíbrio entre a força gravitacional, a força de atrito e a força proporcionada pelo 
empuxo. Consequentemente, o efeito do erro sistemático, ocorrido na variável volume molar, 
possui maior peso na incerteza associada à determinação de RAUC do que na incerteza associada 
à determinação de RDLS.  
Na discussão precedente, expusemos a relação entre o efeito do erro sistemático, 
associado à determinação do volume molar do detergente, de um maneira comparativa, 
relacionando-o com os valores de RAUC e RDLS. Além disso, sugerimos a hipótese que, para 
nosso sistema, este erro foi mais pronunciado na determinação de RAUC. É importante ressaltar 
que essa conclusão não implica no fato do erro sistemático não incorrer sobre RDLS. 
Consequentemente, assumimos, com estas afirmações, que existe um erro sistemático que, em 
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tese, é impossível de ser eliminado do nosso sistema de estudo (por ser intrínseco a ele) e que 
é verificado em ambas as metodologias avaliadas, porém em diferentes intensidades.  
 
5 – CRISTALIZAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
Esse capítulo tratará dos ensaios de cristalização utilizando as proteínas RodA (E. coli) 
e Flippase-PBP (G. pamalaeae). Desde que os princípios físicos e o panorama experimental 
dos processos de cristalização de proteínas de membrana diferem, marcadamente, daqueles 
adotados para proteínas solúveis, faremos uma breve exposição teórica ressaltando os temas 
mais relevantes. Neste sentido, duas principais classes de técnicas podem ser abordadas: 
metodologias do tipo in surfo e metodologias baseadas em bicamadas lipídicas (bilayer 
methods) (CAFFREY et al, 2009). As metodologias do tipo in surfo incluem a gama mais 
tradicional de ensaios usados para proteínas solúveis, incluindo, por exemplo, difusão de vapor 
(hanging- and sitting-drop) e métodos baseados em diálise (CAFFREY et al, 2009). Fica claro, 
devido à natureza química anfifílica das proteínas de membrana, que a presença de um 
detergente é indispensável neste contexto. Portanto, a entidade a ser cristalizada consiste de 
uma “proteína solubilizada em detergente” e ambas moléculas de proteína e de detergente 
constituirão o cristal (MORAES et al., 2013). Estas últimas considerações acarretam no fato de 
que as partes hidrofóbicas da proteína não estarão totalmente expostas para formarem contatos 
químicos durante a nucleação, uma vez que se encontrarão micelizadas pelo detergente 
(MORAES et al., 2013). Assim, um cristal de proteína de membrana, obtido in surfo, é formado, 
em sua maioria, por interações hidrofílicas entre suas unidades formadoras, contrariamente ao 
que seria esperado considerando-se sua natureza química de origem hidrofóbica. Esses cristais 
são chamados de cristais do tipo 2 (MORAES et al., 2013). A restrição, no que diz respeito aos 
contatos químicos estabelecidos, também limita a capacidade de interpretação biológica uma 
vez que o dado experimental é obtido. Em outras palavras, a informação física sobre as 
interações hidrofóbicas realizadas pela proteína é restrita e, tratando-se de uma proteína 
membranária, esta restrição se faz especialmente marcante. Em nossos estudos, apenas a 
proteína RodA foi avaliada em cristalização do tipo in surfo, utilizando, para isso, a técnica de 
difusão de vapor (sitting-drop). Por sua vez, as metodologias baseadas em bicamadas lipídicas 
incluem as técnicas que fazem uso de bicelas, de vesículas e do chamado método de 
cristalização in meso (incluindo as técnicas de lipidic cubic phase e sponge phase) (CAFFREY 
et al., 2009; CAFFREY 2003; LANDAU et al., 1996). Neste conjunto de metodologias a 
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proteína é, de uma certa maneira, reconstituída, a partir de seu ambiente micelizado, em uma 
estrutura lipídica que visa simular o ambiente químico da membrana citoplasmática 
(CAFFREY et al., 2009; CAFFREY 2003; LANDAU et al., 1996). Uma vez neste ambiente, a 
proteína realiza, além de contatos com o detergente ainda presente, contatos hidrofílicos e 
hidrofóbicos entre as suas unidades e contatos hidrofóbicos com a matriz de cristalização 
lipídica, sendo que a cristalogênese toma forma sob estas circunstâncias (MORAES et al., 2013; 
CAFFREY et al., 2009; LANDAU et al., 1996). Consequentemente, os cristais resultantes 
conterão, na maioria das vezes, um número maior de contatos hidrofóbicos, do tipo proteína-
proteína, do que o número apresentado por cristais gerados através de metodologias in surfo. 
Esses cristais são chamados de cristais do tipo 1 (MORAES et al., 2013). Neste trabalho, foi 
utilizada a técnica de lipidic cubic phase (LCP) para as proteínas RodA e Flippase-PBP. No 
parágrafo seguinte, serão enfatizados os aspectos teóricos relativos à cristalização em sistemas 
in meso, com foco na técnica de LPC. Mais especificamente, serão ressaltados a constituição e 
as propriedades da matriz de cristalização em fases cúbicas lipídicas e em como essas 
características direcionam os parâmetros que dão suporte aos protocolos de ensaios de 
cristalização.  
Diferentemente dos métodos in surfo, onde o solvente da gota de cristalização é a água, 
nos métodos in meso o solvente da gota de cristalização é uma molécula anfifílica, 
tradicionalmente a monoleína (1-(cis-9-octadecenoyl)-rac-glycerol), sendo a água, neste caso, 
um dos solutos da solução (KULKARNI et al, 2011; CAFFREY et al., 2009). Sob um ponto de 
vista estrutural, a monoleína é constituída por uma longa cadeia carbônica (parte apolar), 
composta por 18 carbonos (contendo uma instauração, do tipo cis, entre os carbonos 9-10), e 
de um resíduo de glicerol em sua extremidade oposta, o qual é capaz de realizar ligações de 
hidrogênio com a água circundante (parte polar) (KULKARNI et al, 2011). Moléculas 
anfifílicas podem existir em diferentes estados da matéria, os quais são especificados pelas 
condições termodinâmicas em questão, nomeadamente temperatura, pressão e a concentração 
dos componentes que constituem o sistema (TAMHANE, 2009; FIGUEIREDO NETO, et al., 
2005). De um modo geral, em condições de temperatura e pressão constantes, a partir de um 
determinado valor de concentração (chamado de critical micelle concentration (CMC)) essas 
moléculas, outrora unidades individuais, formam, espontaneamente, estruturas 
macromoleculares denominadas de micelas, sendo que estas podem possuir diferentes formas 
geométricas (KULKARNI et al, 2011; TAMHANE, 2009; FIGUEIREDO NETO, et al., 2005). 
Fisicamente, a variável que descreve a forma geométrica de uma micela é chamada de critical 
packing parameter (γ). Desta maneira, moléculas com baixos valores numéricos de γ formam 
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micelas com curvatura positiva (como a maioria dos detergentes, incluindo o DDM) que são 
chamadas de micelas do tipo 1 (normal micelles), ao passo que moléculas com altos valores 
numéricos de γ formam micelas com curvatura negativa (como a monoleína) que são chamadas 
de micelas do tipo 2 (inverse micelles). Existem ainda as moléculas com valores intermediários 
de γ, as quais formarão micelas do tipo 0, que apresentam geometria plana com curvatura 
tendendo a zero (lamellar phase) (KULKARNI et al, 2011; FIGUEIREDO NETO, et al., 2005). 
Em valores de concentração muito maiores do que o valor da CMC, as micelas se associam 
mutuamente formando estruturas de caracteres supramoleculares e de geometrias bem definidas 
(sendo estas, é claro, uma função das geometrias das micelas criadoras, isto é, se do tipo 0-2) 
(KULKARNI et al, 2011). Essas estruturas são definidas como sendo um novo estado da 
matéria, intermediário ao estado sólido e líquido (mesophase), e nomeado como estado líquido 
cristalino (FIGUEIREDO NETO, et al, 2005). As estruturas supramoleculares, neste contexto, 
sendo denominadas de cristais líquidos. A figura 30 resume os conceitos contidos neste 
parágrafo.  
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Figura 30 – Relação entre as geometrias micelares e os correspondentes cristais líquidos formados. Na parte 
superior da figura, temos a ilustração dos três tipos possíveis de micelas, tipo 1 (normal micelle), tipo 0 (lamellar 
phase) e tipo 2 (inverse micelle), sendo que a monoleína possui uma organização micelar do tipo 2. Na parte central 
da figura, temos a definição da variável física critical packing parameter (γ), a qual fornece uma medida numérica 
que encontra correspondência na geometria micelar e na geometria do respectivo cristal líquido formado. Por sua 
vez, γ é uma função do volume molecular, do comprimento da cadeia carbônica e da ótima área (aquela que 
minimiza o potencial termodinâmico) para o agrupamento dos grupos hidrofílicos. Na parte inferior da figura, 
temos uma gradação dos valores de γ, mostrando quais valores dão origem a determinados tipos de micela e quais 
valores dão origem a determinados tipos de cristais líquidos. A gradação de cores, na escala de valores de γ, ilustra 
a dependência de γ com a hidrofobicidade do composto em consideração, sendo que uma tonalidade amarela mais 
intensa indica um maior grau de hidrofobicidade (compostos hidrofóbicos possuirão elevados valores de γ quando 
comparados a compostos hidrofílicos). Ainda na parte inferior da figura, temos uma ilustração dos cristais líquidos 
formados e de quais tipos de micelas dão origem a cada um destes respectivos cristais líquidos. Os desenhos 
ilustram as diferentes geometrias adotadas pelos cristais líquidos (figura retirada de KULKARNI et al, 2011). 
 
No contexto da discussão supracitada e da figura 30, a técnica de LCP se baseia na 
habilidade da molécula de monoleína de formar cristais líquidos liotrópicos com simetria 
cúbica, fato este que é possível devido ao fato da monoleína apresentar micelas do tipo 2 
(CAFFREY et al., 2009; KULKARNI et al, 2011). Os cristais líquidos podem ser classificados, 
quanto à maneira de sua formação, em cristais líquidos termotrópicos e cristais líquidos 
liotrópicos (FIGUEIREDO NETO, et al, 2005). Os cristais termotrópicos são formados através 
da variação da temperatura (mantendo a pressão e a concentração dos componentes constante) 
e os cristais liotrópicos são formados por uma variação da concentração dos componentes 
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(mantendo a pressão e a temperatura constantes) (TAMHANE, 2009). No caso da monoleína, 
o liotropismo se manifesta através de uma variação da concentração de água da solução, isto é, 
a adição ou remoção de água faz com que a monoleína mude de um estado da matéria para o 
outro (FIGUEIREDO NETO, et al, 2005). Para uma temperatura fixa de 20 ⁰C, que é a 
temperatura idealizada para os experimentos, a concentração de água no sistema que leva à 
simetria cúbica do cristal líquido de monoleína é a de 40 % (40 % água e 60 % monoleína na 
mistura) (CAFFREY et al., 2009; LANDAU et al., 1996). A simetria cúbica pode se manifestar 
de duas maneiras diferentes: (1) de uma forma descontínua (como átomos nas arestas de um 
cubo); (2) de uma forma bicontínua (de uma maneira tal que a água penetra em canais existentes 
na estrutura lipídica) (TAMHANE, 2009; FIGUEIREDO NETO, et al., 2005). O caso (2) é o 
caso ideal para a formação de cristais de alta resolução de proteínas de membrana (CAFFREY 
et al., 2009). Isto porque ele permite a criação de um simulacro da membrana citoplasmática, 
cujos canais aquosos permitem o transporte dos componentes contidos nas soluções de 
cristalização (CAFFREY et al., 2009; CAFFREY, 2003). Em resumo, um experimento de LCP 
pode ser imaginado como sendo constituído da inserção de proteínas, outrora solubilizadas em 
detergentes, em um cristal líquido bicontínuo, de simetria cúbica, formado pela molécula 
anfifílica monoleína (CAFFREY et al., 2009; LANDAU et al., 1996). A presença dos agentes 
precipitantes, em contato com a matriz lipídica de cristalização contendo a proteína inserida, dá 
início a uma série de mudanças de fases, as quais levarão, em última instância, à nucleação e 
ao crescimento dos cristais (CAFFREY et al., 2009). Devido ao fato da cristalogênese requerer 
uma simetria cúbica da matriz para sua ocorrência, a metodologia de cristalização em fases 
cúbicas lipídicas é, por vezes, referida, também, como cristalização in cubo (CAFFREY et al., 
2009; CAFFREY 2003). A Figura 31 é uma ilustração de um diagrama de fases bidimensional 
para uma mistura de monoleína e água mostrando as diferentes formas de cristais líquidos 
possíveis.  
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Figura 31 – Diagrama de fases para uma mistura de monoleína e água. No eixo y, temos representado a 
temperatura e no eixo x, temos representado a concentração de água na mistura com a monoleína. A análise dos 
dados é feita traçando-se uma isoterma na temperatura de 20 ⁰C, isto é, na temperatura na qual o experimento foi 
originalmente desenvolvido para acontecer e nas redondezas da qual a monoleína apresenta comportamento 
liotrópico compatível com a realidade experimental e com a estabilidade estrutural das proteínas. Pn3m, HII, FI, 
Ia3d, Lc, Lα representam os grupos espaciais dos diferentes cristais líquidos formados. As ilustrações são uma 
representação esquemática das respectivas formas geométricas (figura retirada de CAFFREY et al., 2009).  
 
 A interpretação da figura 31 pode ser feita como segue. No ponto A, localizado na 
isoterma referente à temperatura de 20 ⁰C, em uma composição de água em torno de 40 %, 
temos a simetria cúbica bicontínua, de grupo espacial Pn3m, a qual é a simetria de interesse 
para a cristalização de proteínas. À medida que a concentração de água tende a 50 % na 
composição, transpomos o limite máximo de hidratação da fase Pn3m e, então, forma-se um 
sistema bifásico, contendo excesso de água e/ou solução precipitante (no contexto dos ensaios 
de cristalização) e o cristal líquido de grupo espacial Pn3m. Esta situação é representada no 
diagrama de fases pelo ponto B. Por um outro lado, se a concentração de água é diminuída o 
sistema atinge a simetria cúbica descontínua de grupo espacial Ia3d, ilustrada pelo ponto C no 
diagrama de fases. Os pontos D e E, os quais se encontram em faixas onde a concentração de 
água é pequena, correspondem a cristais líquidos lamelares, com os grupos espaciais sendo Lα 
e Lc, respectivamente (CAFFREY et al., 2009; FIGUEIREDO NETO, et al., 2005; CAFFREY 
2003; LANDAU et al., 1996). Com a apresentação do diagrama de fases da mistura de água e 
monoleína, encerramos nossa exposição teórica sobre a cristalização em fases cúbicas lipídicas. 
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Os parágrafos seguintes mostrarão os resultados obtidos para a RodA e para a Flippase-PBP, 
primeiramente in surfo (difusão de vapor) e, posteriormente, in cubo (LCP).  
No estudo com as flippases o principal ponto relativo aos experimentos de cristalização, 
foi a dificuldade para concentrar as proteínas. Experimentalmente, o espectro de metodologias 
que visam a concentração de proteínas não é tão abrangente e grande parte destas metodologias 
submetem as proteínas a condições físico-químicas agressivas. Usualmente, concentradores que 
utilizam membranas são o método de escolha para concentrar proteínas. As proteínas de 
trabalho, RodA e Flippase-PBP, se mostraram completamente incompatíveis com esse tipo de 
concentrador, culminando com perdas consideráveis de rendimento, de modo que esse tipo de 
metodologia não pôde ser utilizada em nenhum dos pontos citados nessa tese. Alternativamente, 
a cromatografia de troca iônica foi realizada, não somente visando fins de purificação, mas, 
também, visando obter uma eluição concentrada, o que não ocorreu. Outras técnicas, como a 
diálise contra uma solução contendo um polímero com alta massa molecular e a precipitação 
com sulfato de amônio, resultaram em completa perda proteica. Atualmente, adquirimos 
concentradores comerciais desenhados especialmente para proteínas de membrana (Proteus X-
spinner ultrafiltration concentrator - Generon), os quais serão submetidos a testes futuros. 
Apesar da baixa concentração das amostras (~ 0.3 mg/mL), medida através da absorbância em 
280 nm, procedemos aos testes de cristalização nos sistemas de difusão de vapor (sitting-drop) 
e de fases cúbicas lipídicas (LCP). Os experimentos de difusão de vapor foram realizados, para 
a proteína RodA (E. coli), utilizando a high-throughput crystallization facility, localizada no 
laboratório HTX (Partnership for Structural Biology, Grenoble, França). A varredura inicial 
das condições de cristalização foi realizada de acordo com os protocolos estabelecidos na 
facility, descritos em (DIMASI et al., 2007), e abrangeu os kits comerciais de cristalização, tais 
quais: PACT screen (Qiagen), Wizard 1 e 2 (Rigaku), JCSG e MemGold 1 e 2 (Molecular 
Dimensions). Em adição, afim de minimizar os efeitos da baixa concentração da proteína, foram 
utilizadas três relações proteína/precipitante. A temperatura de cristalização adotada, 
inicialmente, foi de 20 ⁰C. Em termos dos resultados, em nenhuma das condições testadas foram 
visualizados indícios promissores de cristalização, sendo que a maioria das gotas estavam 
completamente limpas (clear drops). Fica claro que com o problema da baixa concentração da 
proteína era muito pouco provável que obtivéssemos resultados positivos com a metodologia 
de cristalização in surfo, uma vez que a condição de supersaturação requerida envolve, na 
maioria das vezes, concentrações consideravelmente maiores do que a nossa concentração de 
trabalho de ~ 0,3 mg/mL. Desta maneira, tentamos contornar esse problema experimental 
95 
 
 
 
fazendo uso da metodologia de cristalização in cubo, de modo que a discussão restante sobre a 
cristalização das flippases se referirá somente a este tipo de ensaio.  
Os experimentos de LCP foram realizados, para a proteína RodA (E. coli) e para a 
proteína Flippase-PBP (G. pamalaeae), utilizando a high-throughput crystallization facility, 
localizada no laboratório HTX (Partnership for Structural Biology, Grenoble, França). A priori 
dos experimentos de cristalização, ambas as proteínas se encontravam no mesmo tampão de 
purificação constituído por: 50 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 % glicerol e 0,01 % de 
DDM. As proteínas, cujas concentrações eram de ~ 0,3 mg/mL para a RodA e de ~ 1,5 mg/mL 
para a Flippase-PBP foram misturadas com a monoleína em uma relação de volume de 2/3 (2 
de proteína para 3 de monoleína), de modo que a proporção final monoleína/proteína fosse de, 
aproximadamente, 60 % monoleína para 40 % água, proporção esta que leva à forma de cristal 
líquido cúbico bicontínuo apresentado pela monoleína. A mistura em questão ocorre à 
temperatura ambiente. Os lipídeos e as proteínas são misturados se utilizando um dispositivo 
construído a partir da conexão de duas seringas (CHENG et al, 1998). Esse dispositivo e o 
método de mistura estão ilustrados na figura 32.  
 
 
Figura 32 – Dispositivo utilizado para a mistura das proteínas a serem submetidas a testes de cristalização e a 
monoleína. Na parte A da figura, são ilustrados os componentes do dispositivo, de uma maneira individual. São 
enfatizados o acoplador (syringe coupler) e as “teflon ferrules”, os quais são utilizadas na conexão entre as 
seringas. O êmbolo da seringa (plunger) é utilizado, obviamente, para promover a mistura mecânica dos 
componentes. Na parte B da figura, as seringas já se encontram acopladas e preenchidas. A seringa acoplada, à 
esquerda, contém uma solução aquosa de cor roseada que representa o tampão contendo a proteína solubilizada. 
A seringa acoplada, à direita, contém uma solução aquosa esbranquiçada que representa a monoleína. Na parte C 
da figura, a fase cúbica com a proteína incorporada (de cor levemente rosada) está formada na seringa do lado 
direito, após o conteúdo, ilustrado na parte B, ter sido misturado (figura retirada de CAFFREY et al., 2009).  
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 De acordo com a figura 32, podemos notar, em sua parte B, que a monoleína e a proteína 
são misturadas, de modo a promover uma inserção da proteína no cristal líquido lipídico. A 
eficiência dessa inserção dependerá entre outros fatores, da mobilidade da proteína na matriz 
lipídica (FENALTI et al., 2015). De modo a contornar a baixa concentração da amostra 
proteica, implementamos uma inovativa abordagem, no que diz respeito ao processo de mistura 
proteína/monoleína ilustrado na figura 32.  Esse procedimento é descrito, em maiores detalhes, 
em (CAFFREY et al., 2009). Brevemente, ele consiste na concentração das proteínas na matriz 
lipídica e é realizada através da repetida inserção das proteínas na matriz de cristalização 
juntamente com a liberação do excesso do conteúdo aquoso. Em outras palavras, o processo 
ilustrado na parte B da figura 32 é repetido várias vezes sem que a porcentagem total de solução 
aquosa na mistura com a monoleína seja alterada. Fisicamente, esta metodologia encontra 
suporte no fato de que as proteínas possuem mais afinidade pelo cristal líquido cúbico 
bicontínuo, formado pela monoleína, do que pelas micelas de detergente imersas em solução 
aquosa e, por isso, via um mecanismo de difusão, são incorporadas à matriz de cristalização. 
De um modo geral, repetimos o processo de reconstituição da proteína na matriz de quatro a 
seis vezes no total. Um ponto negativo dessa abordagem é que a reprodutibilidade experimental 
é prejudicada, no sentido que não há um controle acurado da quantidade de proteína incorporada 
e submetida aos ensaios de cristalização. Entretanto, comparativos entre os resultados obtidos 
com as proteínas concentradas ou não, na matriz de monoleína, minimizam a irreprodutibilidade 
experimental e permitem estabelecer um maior controle sobre o processo como um todo. Uma 
vez que os componentes são homogeneizados e o estado indicado na parte C da figura 32 é 
alcançado, a solução resultante (40 nL) é incubada, em uma placa de 96 poços (Hampton 
Research), com as soluções precipitantes (800 nL). Desde que a mistura lipídica resultante, 
contendo a proteína incorporada, é extremamente viscosa, a manipulação experimental requere 
uma robótica especializada. Neste caso, foi utilizado o robô de cristalização NT8 (Formulatrix) 
para a formação das gotas de cristalização. Posteriormente, as placas foram postas em uma 
câmara (RockImager, Formulatrix), na temperatura de 20 ⁰C, para incubação e visualização no 
espectro correspondente ao visível e ao UV. A varredura inicial das condições de cristalização 
fez uso dos seguintes kits comerciais de cristalização: Cubic Phase I e II (Qiagen), Wizard 1 e 
2 (Rigaku), MemGold 1 e 2 (Molecular Dimensions) e MemStar (Molecular Dimensions). 
Neste contexto, as figuras 33 e 34 mostram as condições mais promissoras obtidas, 
inicialmente, para a RodA e a figura 35 as condições mais promissoras obtidas para a Flippase-
PBP.  
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Figura 33 – Condições mais promissoras de cristalização, obtidas na varredura inicial para a proteína RodA (E. 
coli). As fotos são dispostas de tal maneira que cada condição traz, à esquerda, a foto correspondente ao espectro 
visível e, à direita, a respectiva foto correspondente ao espectro UV. 
 
 
Figura 34 – Condições mais promissoras de cristalização, obtidas na varredura inicial, para a proteína RodA (E. 
coli). As fotos são dispostas de tal maneira que cada condição traz, à esquerda, a foto correspondente ao espectro 
visível e, à direita, a respectiva foto correspondente espectro do UV. 
 
 
 
Figura 35 – Condições mais promissoras de cristalização, obtidas na varredura inicial, para a proteína Flippase-
PBP (G. pamalaeae). As fotos são dispostas de tal maneira que cada condição traz, à esquerda, a foto 
correspondente ao espectro visível e, à direita, a respectiva foto correspondente ao espectro UV. A presença do 
símbolo - indica a ausência de um determinado componente da solução de cristalização.  
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 De acordo com as figuras 33-35, podemos notar que tanto para a RodA quanto para a 
Flippase-PBP, houve condições onde o sinal UV indicou a possível presença de uma entidade 
cristalina. Em algumas das situações mostradas, o sinal é forte e intenso e em outras mais fraco, 
porém ainda relevante. As condições, aqui ilustradas, foram obtidas, em uma escala de tempo, 
simultaneamente à escrita desta tese, de modo que a discussão seguinte tratará das perspectivas 
relativas à continuidade dos estudos visando a resolução da estrutura tridimensional dessas 
proteínas. Sendo assim, em primeiro lugar, é necessário avaliar quais das condições mostradas 
nas figuras 40-43 correspondem, de fato, a cristais de proteínas e não a cristais de detergente, 
por exemplo. Apesar do detergente utilizado (DDM) possuir absorbância desprezível no 
espectro UV, não podemos descartar a possibilidade de impurezas absorbentes, conforme 
discutido na seção 4.2. Para atingir esse objetivo, as gotas contendo sinais UV são analisadas 
em microscopia e os eventuais cristais presentes coletados. É importante enfatizar a utilização 
da nomenclatura “eventuais cristais”, uma vez que o sinal UV não é uma garantia da presença 
de uma entidade cristalina. Isto ocorre porque a acumulação de proteína precipitada, 
principalmente nas proximidades do núcleo da gota, é um gerador de considerável sinal UV. 
Em adição, pode existir um sinal UV advindo da matriz de cristalização, ocorrendo de uma 
maneira dependente do efeito que as mudanças de fase ocasionam nas propriedades ópticas da 
gota, este fenômeno, no geral, acarreta em um sinal localizado nas adjacências do núcleo da 
gota. Assim, a coleta dos cristais (crystal harvesting) procederá em colaboração com a Srta. 
Florine Dupeux, membro do laboratório HTX (Partnership for Structural Biology, Grenoble, 
França). A coleta de cristais de proteína de membrana, em sistemas de cristalização in cubo, é 
particularmente delicada devido à consistência gelatinosa da matriz de cristalização e devido 
ao fato dos cristais de proteínas de membrana se apresentarem, na maioria das vezes, como 
cristais bem pequenos; maiores detalhes sobre esse tipo de procedimento podem ser 
encontrados em (CAFFREY et al., 2009; CAFFREY 2003). Uma vez confirmada quais 
condições representam cristais de proteínas, as condições de refinamento podem ser iniciadas. 
Neste contexto, o refinamento das condições de cristalização abrangerá variáveis tais quais 
como a concentração dos principais componentes da solução de cristalização, além do valor do 
pH. Finalmente, em resumo, apresentamos, nesta seção, os principais resultados obtidos nos 
ensaios de cristalização com as proteínas RodA e Flippase-PBP. A pesquisa na direção da 
resolução da estrutura destas proteínas ainda se encontra em andamento, porém, consideramos, 
com base nos resultados preliminares, que esse objetivo pode ser alcançado e é 
experimentalmente factível. Em caráter aditivo, foram expostas, também, as nossas próximas 
abordagens de trabalho, incluindo a avaliação preliminar se os cristais visualizados 
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correspondem ou não a cristais de proteínas e o posterior refinamento das condições de 
cristalização promissoras.  
  
6- ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
  
 Conforme discutido na seção 1.6, existe uma diferença na estruturação macromolecular 
dos complexos divisome e elongasome, no que diz respeito aos tipos de proteínas envolvidas e 
ao seu modo organizacional, quando consideramos bactérias Gram-negativas e bactérias Gram 
positivas, aqui ilustradas pelos organismos modelo Escherichia coli e Bacillus subtilis, 
respectivamente. No contexto das flippases, foi demonstrada, para a proteína FtsW (homóloga 
da RodA), participante do complexo divisome, a atividade catalítica de translocação do 
substrato precursor lipídeo II, sendo esta a primeira evidência empírica obtida para uma proteína 
mediando o processo de translocação desse substrato essencial (MOHAMMADI et al., 2011). 
Adicionalmente, foi demonstrado, também, que na ausência das PBPs, contendo um domínio 
do tipo glicosiltransferase (GT), na espécie B. subtilis, a proteína RodA, participante do 
complexo elongasome, é capaz de catalisar as reações de transglicosilação das unidades de 
lipídeo II (MEESKE et al., 2016). Neste contexto, nos propusemos a avaliar as atividades 
enzimáticas da proteína RodA em relação à sua habilidade de translocar o lipídeo II 
(similarmente à sua homóloga FtsW) e em relação à sua função catalítica de transglicosilase. 
Até o presente momento, não existem dados na literatura a respeito da atividade enzimática da 
RodA, em termos da translocação do lipídeo II, sendo estes ensaios pioneiros neste quesito. 
Além disto, frente à relevância do tema e das pioneiras respostas obtidas, resolvemos confrontar 
nossos resultados com aqueles obtidos em (MEESKE et al., 2016). Acreditamos que a qualidade 
da nossa proteína, em termos de pureza, é mais significante do que aquela apresentada no artigo 
supracitado, a qual se encontra, segundo o próprio autor, em um nível de 60% de pureza. Sendo 
assim, dividimos o conteúdo relativo aos testes enzimáticos em duas partes, a saber, uma delas 
tratando dos testes de translocação do lipídeo II com a proteína RodA de E. coli e a outra 
utilizando-se as proteínas RodA (E. coli e B. subtilis) nos ensaios referentes às reações de 
transglicosilação. 
 Os ensaios descritos para a verificação da atividade enzimática da proteína RodA, em 
relação à translocação do lipídeo II, foram realizados pelo colaborador do grupo Dr. Eefjan 
Breukink e equipe, radicado na Universidade de Utrecht, em Utrecht, Holanda. O grupo de 
pesquisa, coordenado pelo Dr. Breukink, foi o responsável pela primeira evidência 
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experimental da translocação do lipídeo II por uma proteína, nomeadamente a FtsW 
(MOHAMMADI et al., 2011).  
Os ensaios descritos para a verificação da atividade enzimática da proteína RodA, em 
relação à sua atividade de transglicosiltransferase (GT), foram realizados pelos colaboradores 
do grupo Dr. Waldemar Vollmer e equipe, radicado na Universidade de Newcastle, em 
Newcastle, Inglaterra, e Dr. Mohammed Terrak e equipe, radicado na Universidade de Liège, 
Bélgica. Estes ensaios foram motivados pelo recém publicado resultado, no qual é reportado 
que a proteína RodA pode assumir a função de transglicosilase na bactéria B. subtilis (na 
ausência das PBPs) (MEESKE et al., 2016). Sob um ponto de vista biológico, essa constatação 
é de extrema relevância, uma vez que a função de transglicosilação, na síntese do 
peptideoglicano, sempre foi atribuída às PBPs e nunca a uma proteína pertencente à família da 
SEDS como a RodA. O trabalho de Meeske e colaboradores encontra suporte biológico no fato 
de que algumas bactérias, como B. subtilis e espécies de Enterococcus, mesmo na ausência das 
PBPs e não codificando outras proteínas com domínios de transglicosilação (neste caso, elas 
foram deletadas), permanecem viáveis e morfologicamente normais, sendo esse um indicativo 
que alguma outra proteína assume a função outrora pertencente à PBP (MEESKE et al., 2016). 
As PBPs que catalisam as reações de transglicosilação são as PBPs bifuncionais. Em todos os 
nossos ensaios enzimáticos, utilizados para avaliar a RodA, foi feito o uso da proteína PBP1b 
(E. coli) como controle positivo. A PBP1b é uma PBP bifuncional (contendo ambos os 
domínios de transglicosilação (GT) e de transpeptidação (TP)). Proteínas contendo um domínio 
do tipo GT pertencem à família GT51 (LOVERING, et al., 2007). Desta maneira, para que a 
hipótese levantada em (MEESKE et al., 2016) seja verdadeira, deve, então, existir alguma 
similaridade entre as proteínas pertecentes à família das SEDS proteins e as proteínas 
pertecentes à família GT51. Valendo-se do algoritmo HHpred, Meeske e colaboradores 
concluíram que essa homologia, de um modo geral, não se estende ao nível de motivos 
conservados, entretanto, a estrutura secundária e a distribuição da posição de aminoácidos 
mostra relevante similaridade com algumas conhecidas glicosiltransferases, por exemplo, a 
proteína O-antigen ligase, que promove a síntese do lipopolisacarídeo (LPS) em bactérias 
Gram-negativas. Apesar de encontrar suporte teórico no contexto biológico, em termos 
metodológicos, algumas considerações precisam ser ressaltadas sobre o estudo de Meeske e 
colaboradores, sendo a principal delas o fato que a proteína se encontrava em um nível estimado 
de 60% de pureza. Desta maneira, frente a este panorama e considerando-se a relevância do 
tema, nos propusemos a avaliar a capacidade de transglicosilação da RodA. Para isso, foi 
utilizada uma proteína com grau de pureza conforme o mostrado na figura 26 e quatro diferentes 
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metodologias de avaliação de atividade enzimática de transglicosilação: GTase assay, HPLC-
based end-point peptidoglycan synthesis assay, PAGE peptidoglycan synthesis assay, thin layer 
chromatography (TLC) assay. Estes testes são descritos em (EGAN et al., 2015). 
De acordo com o estabelecido entre todos os participantes deste projeto de pesquisa, 
incluindo-se o grupo da Dr. Andréa Dessen e todos os outros grupos colaboradores, os 
resultados referentes aos testes enzimáticos não podem ser demonstrados nesta tese. Isto ocorre 
devido ao risco dos dados aqui descritos serem publicados online antes da finalização de todos 
os experimentos requeridos para a publicação do artigo científico correspondente.  
  
7- CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 
 Para os experimentos objetivando a caracterização estrutural e funcional da flippase 
RodA, começamos por selecionar os mais apropriados clones e construções proteicas, dentre 
os onze avaliados, relativamente aos níveis de expressão, solubilidade e estabilidade durante a 
purificação. Além disto, pioneiristicamente, demos início ao estudo das quimeras Flippase-PBP 
que, até o presente momento, não encontram menção na literatura corrente. Para isso, 
escolhemos, como ponto de partida, as proteínas pertencentes aos patógenos humanos 
Clostridium difficile e Gordonibacter pamalaeae. Inicialmente, em experimentos realizados no 
Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), utilizamos o sistema de expressão de proteínas 
baseado na transformação de cepas competentes de Escherichia coli. Desta maneira, para estas 
duas espécies bacterianas, obtivemos excelentes níveis de expressão com as Flippases-PBP que 
continham como etiqueta de purificação a Maltose Binding Protein (MBP) e não obtivemos 
expressão com o clone que continha a etiqueta de purificação Mistic. Não foi possível expressar 
a proteína RodA, conjugada à Mistic, em nenhum dos outros três clones testados (provenientes 
dos organismos Pseudomonas aeruginosa, Thermotoga maritima e Bacillus subtilis). Para a 
solubilização das proteínas, foram avaliados diversos detergentes no que diz respeito à extração 
destas da membrana citoplasmática. Os detergentes que obtiveram os melhores rendimentos 
foram os zwitteriônicos LAPAO e Fos Choline-12 (FC-12). Para a purificação das proteínas, 
utilizamos as cromatografias de afinidade e afinidade reversa (resinas de dextrina, níquel e 
cobalto), em modo batch e valendo-se de colunas pré-empacotadas, a cromatografia de troca 
iônica, a qual foi realizada em diversos valores de pH e a cromatografia de exclusão por 
tamanho. Esses ensaios foram realizados na presença de LAPAO e FC-12, assim como na 
presença de outros detergentes como DM, DDM, LMNG, etc. A clivagem da etiqueta de 
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purificação da proteína, mediada pela protease TEV, foi avaliada em diferentes condições de 
tempo, temperatura e tipo de detergentes. Entretanto, independentemente da abordagem 
experimental adotada, não foi possível obter a proteína purificada após a clivagem, sendo ela 
sempre eluída em conjunto com a TEV e com a etiqueta de purificação, fato este que atribuímos 
ser devido a uma agregação de caráter inespecífico.  
 Com a finalidade de contornar os impasses encontrados na utilização do sistema 
bacteriano de expressão de proteínas para as flippases, demos início a expressão em um sistema 
do tipo cell-free, em experimentos realizados no Institut de Biologie Structurale (IBS), 
Grenoble, França. Neste sistema, contrariamente ao suprarrelatado, obtivemos a expressão da 
proteína RodA, proveniente dos organismos Escherichia coli e Bacillus subtilis. 
Adicionalmente, obtivemos, também, a expressão da proteína quimérica Flippase-PBP, 
proveniente dos organismos Clostridium difficile e Gordonibacter pamalaeae. A varredura de 
condições, em termos da solubilização destas proteínas com detergentes apropriados, mostrou 
que vários detergentes podem ser usados com este objetivo, o que leva a um grande leque de 
possibilidades de trabalho. O protocolo de purificação das proteínas, no sistema cell-free, fez 
uso apenas de cromatografias de afinidade, nomeadamente, para a RodA foi usada uma coluna 
de níquel e para a Flippase-PBP uma coluna de níquel seguida de uma coluna de streptavidina. 
Portanto, foi desenvolvido um protocolo de purificação de rápida execução, apesar da 
complexidade estrutural das proteínas a serem purificadas, confirmando, desta maneira, o acerto 
na escolha deste sistema de trabalho. O de homogeneidade da Flippase-PBP (G. pamalaeae) 
foi assinalado pelas técnicas biofísicas de ultra centrifugação analítica (AUC) e de 
espalhamento de luz dinâmico (DLS), sendo adequado para a continuidade dos trabalhos 
experimentais. Na metodologia de AUC, determinamos um valor de RH igual a 5,3 nm, o qual 
é compatível com uma forma monomérica da proteína contendo 1,3 g/g de detergente (DDM) 
ligado. No DLS, determinamos um valor de RH igual a 4,8 nm, o qual indicou, para a entidade 
Flippase-PBP-micelas (DDM), uma massa molecular de 130 kDa, valor este compatível com a 
soma das massas moleculares da proteína (102 kDa) e das micelas do DDM (40-80 kDa). O 
valor teórico para R0 é tal que R0 = 3,9 nm. Neste contexto, a análise dos quocientes RH/R0 
demonstrou a acurácia experimental das medidas e revelou que, sob condições específicas de 
aproximação, para o nosso tipo de sistema físico, os erros sistemáticos, que incidem sobre a 
determinação das variáveis hidrodinâmicas relevantes, são menos acentuados na técnica de 
DLS. Estes erros sistemáticos, hipotetizamos serem devidos ao estabelecimento determinístico 
do volume molar do detergente. No que diz respeito à cristalização das proteínas, utilizamos as 
metodologias in surfo e in cubo com a RodA (E. coli) e com a Flippase-PBP (G. pamalaeae). 
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A maior dificuldade encontrada, relativamente à cristalização, foi concentrar as proteínas 
(sendo a concentração final média em torno de 0,3 mg/mL), as quais mostraram ser 
incompatíveis com os tradicionais concentradores baseados em membranas. Desta maneira, não 
obtivemos sucesso na metodologia in surfo (difusão de vapor), com a RodA. Por um outro lado, 
na metodologia in cubo, obtivemos condições nas quais ocorreram a cristalogênese, para as 
proteínas RodA e Flippase-PBP. Contudo, esses cristais ainda precisam ser avaliados e 
confirmados como sendo cristais de proteínas. No presente momento, eles foram coletados e 
aguardam análise. Uma vez avaliados os níveis de difração, iniciaremos os procedimentos de 
refinamento das condições de cristalização. Em termos da caracterização funcional da RodA 
(E. coli e B. subtilis), foram apreciadas as atividades de translocação do lipídeo II e de 
transglicosilação. O ensaio de atividade de translocação do lipídeo II foi conduzido pelo 
colaborador do grupo Dr. Eefjan Breukink, da Universidade de Utrecht, Holanda. Os ensaios 
de atividade de transglicosilação foram conduzidos por dois grupos de colaboradores diferentes: 
o grupo do Dr. Waldemar Vollmer, da Universidade de Newcastle, Inglaterra, e o do Dr. 
Mohammed Terrak, da Universidade de Liège, na Bélgica. Quatro diferentes metodologias 
foram utilizadas para avaliar a atividade de transglicosilação da RodA (E. coli): GTase assay, 
HPLC-based end-point peptidoglycan synthesis assay, PAGE peptidoglycan synthesis assay e 
TLC assay.  
 Nas próximas etapas deste estudo, esperamos, em um curto prazo de tempo, obter os 
resultados relativos aos cristais que aguardam avaliação na linha de luz, conforme a discussão 
citada no parágrafo anterior. De posse destes resultados, poderemos traçar as futuras diretrizes 
no que diz respeito à cristalização das proteínas. Em termos da caracterização funcional da 
RodA (E. coli e B. subtilis), o artigo referente a estes ensaios se encontra em fase de preparação. 
Estes resultados permitirão realizar um comparativo da atividade da RodA em bactérias Gram-
negativas e em bactérias Gram-positivas e, adicionalmente, abrirão novos caminhos para o 
conhecimento da função biológica desta proteína indispensável à sobrevivência bacteriana, de 
maneira a clarear os dados recém publicados em (MEESKE et al, 2016). Além disto, 
futuramente, não descartamos a hipótese de avaliar, também, a Flippase-PBP nestes tipos de 
ensaios. Desde que os protocolos de expressão e purificação das proteínas candidatas Flippase-
PBP (C. difficile) e RodA (B. subtilis) se encontram estabelecidos, iniciaremos a caracterização 
hidrodinâmica e a varredura inicial de condições de cristalização para estes clones. Neste 
sentido, esperamos incluir outras metodologias biofísicas de caracterização, por exemplo, size 
exclusion chromatography with multi-angle light scattering (SEC-MALS) e small-angle X-ray 
scattering (SAXS). Sob um ponto de vista biológico, pretendemos estender nossa gama de 
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conhecimento sobre a interação entre as proteínas participantes da via metabólica de síntese do 
peptideoglicano. Desta maneira, estamos avaliando a possibilidade de estudar a interação entre 
a RodA e a proteína MurG, em termos da significância bioquímica das constantes de afinidade 
de ligação entre estas proteínas, via termoforese, de modo a analisar a possibilidade delas se 
complexarem. Finalmente, uma comparação genética entre todas as Flippases-PBP descritas 
em bancos de dados, até o momento, indica que existe uma prevalência desse tipo de quimera 
em bactérias Gram-positivas em relação às Gram-negativas. Neste contexto, pretendemos 
realizar uma análise dos alinhamentos das sequências de todas as Flippases-PBP, 
principalmente no que tange aos linkers entre os domínios catalíticos, de modo a avaliar 
determinantes fundamentais que podem ser usados para hipotetizar os mecanismos genéticos 
que contribuíram para a fusão entre as flippases e as PBPs.  
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